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Avant propos 


Ce modeste ouvrage, congu comme un recueil de plusieurs livres de references, a pour objectif de 
presenter les bases de la biochimie structurale aux etudiants de premiere annee de medecine, ainsi qu'a 
tous ceux qui dans d'autres disciplines, s'interessent a cette science. 

C'est en constatant le manque de livres au niveau de notre universite, que j'ai decide d'apporter ma 
contribution. Tout au long de sa realisation, j'ai ete guide par le souci de m'adresser a un large public et 
de presenter les informations de la maniere la plus simple et didactique que possible. 

Je serais bien evidement heureux que les lecteurs me fassent part de leurs suggestions et critiques afin 
que je puisse ameliorer et parfaire cet ouvrage. Je reste pour cela joignable par e-mail (riad47@gmail.com). 

Riad Benchoucha 
Etudiant en medecine 


l 


Contactez nous sur 


facadm 16 @gmail.com 


a votre service inchallah 



Plus de cours sur: 


www.la-faculte.net 


merci pour votre visite 


Contactez nous sur 


facadm 16 @gmail.com 


a votre service inchallah 



Plus de cours sur: 


www.la-faculte.net 


merci pour votre visite 


Introduction a I'etude de la biochimie 


La biochimie est, selon I'encyclopedie libre Wikipedia, la discipline scientifique qui etudie 
les reactions chimiques ayant lieu au sein des cellules. 

La biologie structurale etudie la composition atomique precise des molecules biologiques 
(lipides, proteines, glucides, acides nucleiques, etc.), la fagon dont ses atomes s'assemblent et 
la structure tridimensionnelle qui en resulte. 

La biologie metabolique etudie les differentes vo/es metaboliques de la cellule, c'est-a-dire 
toutes les reactions chimiques qui assurent la synthese des molecules du vivant (anabolisme) ou 
leur destruction, productrice d'energie (catabolisme) qui se deroulent de maniere ininterrompue 
dans la cellule, sous le controle d'enzymes. 

L'enzymologie est la branche de la biochimie qui etudie les enzymes, leurs structures et 
leurs activites. 
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Definitions 

Hydrophile : un compose est dit hydrophile (litteralement : qui a de l'affinite pour I'eau) quand il est at- 
tire, et tend a etre dissous par I'eau et les solvants polaires. Un compose hydrophile est typiquement 
polaire. Cela lui permet de creer des liaisons hydrogene avec I'eau ou un solvant polaire [1], 

Hydrophobe : un compose est dit hydrophobe quand il est repousse par I'eau, il est done insoluble dans 
I'eau. II n'a pas la capacite de creer des liaisons hydrogene avec les molecules d'eau. II est aussi 
souvent apolaire, ou de faible polarite. A quelques exceptions, les molecules hydrophobes sont 
lipophiles [2]. 

Lipophile : se refere a la capacite d'un compose chimique a se dissoudre dans les graisses, les huiles, les 
lipides et les solvants non polaires. 

Corps gras : un corps gras est une substance composee de molecules ayant des proprietes hydrophobes 

[3]. 

Amphiphile : une espece chimique (que ce soit une molecule ou un ion) est dite amphiphile ou bien 
amphipathique lorsqu'elle possede a la fois un groupe hydrophile et un groupe hydrophobe. Les 
savons sont bases sur cette propriety. La partie lipophile fixe les molecules organiques que I'eau 
seule ne peut retirer, tandis que la partie hydrophile est emportee par I'eau [4]. 

Hydrocarbure : un hydrocarbure est un compose organique contenant exclusivement des atomes de 
carbone (C) et d'hydrogene (H) [5], 

Compose aromatique : un compose aromatique est un compose chimique qui contient un systeme cy- 
clique respectant la regie d'aromaticite de Huckel (voir cours de chimie organique). Le benzene est 
le plus simple hydrocarbure aromatique possible [6]. 

Compose aliphatique : un compose aliphatique est un compose carbone acyclique ou cyclique, sature 
ou insature, a ['exclusion des composes aromatiques [7]. 
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Chapitre 


Dans ce chapitre 

1.1 Les ac ides gras 

1.2 Les eicosanoides 

1.3 Les alcools presents dans les lipides 

1.4 Les lipides simples 

1.5 Les lipides complexes 

1.6 Les lipides polyisopreniques (lipides insaponifiables) 

1.7 Les lipoproteines 

1.8 Les fonctions biologiques des lipides 

Les lipides 



Les lipides constituent la matiere grasse des etres vivants. I Is ne correspondent pas a une 
categorie de molecules parfaitement definie chimiquement et torment done un groupe tres he- 
terogene de composes. Comme il est difficile de les definir a partir de leur structure, on le fait 
par leurs proprietes physiques : ces molecules sont caracterisees par leur hydrophobicite, el les 
ne sont pas solubles dans les solvants polaires comme I'eau, mais le sont dans les solvants 
organiques apolaires tels que I'ether ou le chloroforme. 

Les lipides peuvent se presenter a I'etat solide, comme dans les cires et les graisses, ou 
liquide, comme dans les huiles. 


1 


Contactez nous sur 


facadm 16 @gmail.com 


a votre service inchallah 


Plus de cours sur: 


www.la-faculte.net 


merci pour votre visite 


2 Les lipides 

1.1 Les ac ides gras 

Les acides gras sont, tres souvent une unite de base de la classe des lipides. Le type d'acide gras 
constitutif de chaque lipide determine directement ses proprietes et ses fonctions. 

Acide gras Selon I'lUPAC, un acide gras est un acide monocarboxylique a longue chame aliphatique, 
derive ou contenu sous forme esterifiee dans les graisses, huiles ou cires animales ou vegetales. 

Les acides gras naturels possedent generalement une chame carbonee de 4 a 28 carbones, non 
ramifiee et a nombre pair d'atomes de carbone [8], 

On parle d'acide gras a longue chaine pour une longueur de 14 a 24 carbones et a tres longue chaine 
s'il y a plus de 24 carbones. 

1.1.1 Acides gras satures 

Un acide gras sature est un acide gras ayant des atomes de carbone totalement satures en hydrogene 
(figure 1.1). Toutes les liaisons entre les carbones sont simples (pas de liaisons doubles) [9]. 

O 



Figure 1.1 - L' acide palmitique, 16 atomes de carbone, un exemple d'acide gras sature. 
Les acides gras satures peuvent etre : 

Lineaires : avec une chame de n (CH 2 ) lies les uns aux autres (comme dans I 'exemple 1.1). 

Non lineaires : certains acides gras satures peuvent etre, par exemple ramifies : 

- methyles comme I'acide isopalmitique (voir figure 1.2); 

- ethyles; 

- etc. 



Figure 1.2 - Structure de I'acide isoplamitique ou acide 14-methyl-pentadecanoVque. 


A. Nomenclature 

Chaque acide gras sature possede en general deux noms [9] : 

Nom commun : le nom commun rappelle souvent son origine. Par exemple, I'acide caproique (du la- 
tin « capra », chevre) se trouve dans le lait de chevre. 

Nom systematique : le nom systematique decrit la structure de I'acide gras (nombre de carbones, etc). II 
est issu de la nomenclature chimique : Acide n-(radical du nombre de carbone)anoique 

- n- indique qu'il s'agit d'une chame lineaire non branchee 1 ; 

- le radical correspond au nombre d'atomes de carbone de I'acide gras; 

- ane indique qu'il s'agit d'un alkane; 

- oVque qu'il s'agit d'un acide carboxylique. 

1. C'est ce qui est utilise en cours, toutefois les regies de I'lUPAC n'en font pas mention. 
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1.1 Les acides gras 3 

A cela, s'ajoute une nomenclature souvent utilisee en physiologie et en biochimie : acide gras Cx :0 

- Cx indique le nombre d'atomes de carbone; 

- 0 indique qu'il y a zero double liaison carbone-carbone et par consequent, que I'acide gras est 
sature. 

B. Numerotation 

Sur une chame d'acide gras, la numerotation des carbones commence avec le C du groupement 
carboxylique (carbone le plus oxyde) et finit par le carbone methylique terminal. Le C n° 2 est denomme 
otf le C n° 3 est /? et le carbone methylique terminal est le carbone ca [ 10 ]. 


Table 1.1- Exemples d'acides gras satures. 


Carbones 

Nom usuel 

Nom IUPAC 

Symbole 

Trouve dans 

4 

Acide butyrique 

Acide butanofque 

C4:0 

Beurre ranee 

6 

Acide caproique 

Acide hexanoique 

Q:0 

Lait de chevre 

8 

Acide caprylique 

Acide octanoTque 

C-8:0 

Lait de chevre 

10 

Acide caprique 

Acide decanoYque 

Cl0:0 

Lait de chevre 

12 

Acide laurique 

Acide dodecanoTque 

Cl2:0 

Huile de coprah (cocotier) 

14 

Acide myristique 

Acide tetradecanoTque 

Cl4:0 

Produits laitiers 

16 

Acide palmitique 

Acide hexadecanofque 

Cl6:0 

Huile de palme 

18 

Acide stearique 

Acide octodecanoique 

Cl8:0 

La suif 

20 

Acide arachidique 

Acide eicosanoique 

C20:0 

Huile d'arachide 

24 

Acide lignocerique 

acide tetracosanoique 

C24:0 

Huile d'arachide 


1.1.2 Acides gras insatures 

Un acide gras insature est un acide gras qui comporte une ou plusieurs double liaisons carbone- 
carbone. On parle d'acide gras mono-insature lorsqu'il n'y a qu'une seule double liaison et d'acide gras 
poly-insature lorsqu'il y en a plusieurs [11]. 

A. Nomenclature chimique 

De la meme maniere que les acides gras satures, les acides gras insatures possedent egalement un 
nom commun lie a leur origine et un nom systematique decrivant leur structure. 

On utilise aussi la symbolisation C n:x Adi, c^, ..., d n ou C n:x ] di, cfo, ..., d n ou n est le nombre de 
carbones de la molecule, x le nombre d'instaurations et d la position des doubles liaisons. 

Cas des mono-insatures Le nom systematique des acides gras mono-insatures est forme comme suit : 

Acide cis/trans-x-(radical du nombre de carbone)enoique : 

- c/s ou trans indique la conformation de I'insaturation (voir section D. page 4) ; 

- x indique la position de I'insaturation ; 

- le radical depend du nombre d'atomes de carbone de I'acide gras; 

- en indique qu'il s'agit d'un alcene; 

- o'l'que indique qu'il s'agit d'un acide carboxylique. 

La position de la double liaison est determinee en comptant a partir du carbone de la fonction 
carboxylique. 
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Les lipides 


Cas des poly-insatures Lorsque I'acide gras est poly-insature, la position et la conformation de chaque 
insaturation est explicitee. Le nom systematique est done de la forme : 

Acide cis/trans, cis/trans,. . . -x,y,z,. . .-(radical du nombre d'insaturations et du nombre de 
carbone)enoique : 

- c/s oil trans indique la conformation de chaque insaturation; (voir section D. page 4); 

- x,y,z - ■ ■ indique les positions des insaturations en partant du groupe carboxyle ; 

- le radical depend du nombre d'atomes de carbone de I'acide gras; 

- le radical depend aussi du nombre d'insaturations : di- pour 2 insaturations, tri- pour 3, 

• • • / 

- en indique qu'il s'agit d'un alcene; 

- o'ique indique qu'il s'agit d'un acide carboxylique. 


B. Nomenclature biochimique en omega 

Dans la nomenclature normale, les atomes de carbone sont notes a partir du groupement carboxyle. 
Mais il existe une autre numerotation, ou e'est a partir de I'autre extremite (le methyle terminal) de la 
molecule que Ton numerate la position de I'insaturation, e'est a dire le carbone u (derniere lettre de 
['alphabet grec), d'ou le nom de notation en omega [12]. 

Cette nomenclature vient de ce qu'en biologie, les insaturations apparaissent tous les 3 carbones dans 
la majorite des cas (on parle de position malonique, voir le paragraphe ci-dessous). Ceci permet de les 
classer en families. 


c. Positions de la double liaison 

Position malonique : quand deux doubles liaisons sont separees par un CH 2 . 

Position conjuguee : quand il n'y a qu'une seule liaison covalente entre deux doubles liaisons. 

Position succinique : quand deux doubles liaisons sont separees par deux groupements CHo. 

D. Configuration Cis ou Trans 

Les termes de configuration c/s et trans sont dus au fait que la double liaison carbone-carbone peut 
adopter deux organisations differentes dans I'espace : 

- lorsque les hydrogenes H sont du meme cote, la liaison est dite c/s (figure 1.3 page 5). 

- lorsqu'i Is sont de part et d'autre de la double liaison, la liaison est dite trans (figure 1.4 page 5). 
L'orientation cis ou trans va modifier la structure tridimensionnelle des acides gras. Une double liaison 

cis cree un coude dans la charne carbonee, tandis que la double liaison trans a plutot une structure 
etendue. Dans la nature, les acides gras onttres majoritairement une orientation c/s [11]. 

E. Acides gras essentiels et acides gras indispensables 

Nutritionnistes Les nutritionnistes appellent les acides gras indispensables, les acides gras que le corps 
est incapable de synthetiser lui-meme. Ces acides gras doivent done etre apportes obligatoirement par 
I 'alimentation. A partir d'eux, I'organisme est ensuite capable de synthetiser les autres acides gras dont 
le corps a besoin pour fonctionner. Ces derniers acides gras pouvant etre synthetises prennent le nom 
d 'acides gras essentiels [13]. 


Chimistes Pour les chimistes, les acides gras sont dits essentiels si I'organisme en a besoin pour vivre 
et s'il n'est pas capable de les synthetiser lui-meme. C'est en fait ceux que les nutritionnistes appellent 
acides gras indispensables. Les autres acides sont tout simplement appeles acides gras par les chimistes 
alors que les nutritionnistes les appellent acides gras essentiels. Ainsi, il faudra toujours faire attention 
dans I'appellation des acides gras e'est a dire si I'on se place d'un point de vue chimiste ou nutritionniste. 


Contactez nous sur 


facadm 16 @gmail.com 


a votre service inchallah 


Plus de cours sur: 


www.la-faculte.net 


merci pour votre visite 


1 .1 Les acides gras 
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Figure 1.3 - Acide cis-9-octodecenoi'que ou acide oleique (configuration cis) 
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Figure 1 .4 - Acide trans-9-octodecenoi'que ou acide elai'dique (configuration trans) 


F. Principaux acides gras mono-insatures 
a. Acide palmitoleique 

- Nom systematique : acide cis-9-hexadecenoi'que; 

- Notation : Ci6:i A9 ou Ci6:i c a-7; 


O 



FIGURE 1 .5 - Structure de I'acide palmitoleique. 


b. Acide oleique 

Le nom I'acide oleique vient de I'huile d'olive dont il constitue 55 a 80%. 

- Nom systematique : acide cis-9-octadecenoique; 

- Notation : Cis : i A9 ou Cisn w-9; 


O 



17 15 13 11 8642 


Figure 1 .6 - Structure de I'acide oleique. 
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Les lipides 


G. Principaux acides gras poly-insatures 

a. Acide linoleique 

L'acide linoleique est acide gras essentiel, c'est egalement le precurseur de la famille des omega-6. 
Le terme « precurseur » signifie que les autres acides gras de la famille peuvent etre synthetises a partir 
de l'acide linoleique. 

- Norn systematique : acide cis-cis-9,12-octadecadienoi'que; 

- Notation : Cis^A 9,12 ou Ci 8:2 w-6; 



Figure 1 .7 - Structure de l'acide linoleique 


b. Acide alpha-linolenique 

L'acide a-linolenique est un acide gras essentiel, c'est le principal acide gras du groupe des omega-3. 

- Norn systematique : acide cis-cis-9,12-octadecadienoique; 

- Notation : Cis^A 9,12,15 ou Ci 8:3 ,cu-3 ; 



Figure 1 .8 - Structure de l'acide linolenique 


c. Acide arachidonique 

La structure de l'acide arachidonique merite d'etre retenue car ce compose est le precurseur des 
eicosanoides, que nous verrons plus loin. 

- Norn systematique : tout cis-5,8,1 1,14-eicosatetraenoique; 

- Notation : C 20 : 4 A 5,8,1 1,14 ou C 2 o :4 w-6; 


o 



Figure 1 .9 - Structure de l'acide arachidonique 
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1.1 Les acides gras 
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1.1.3 Proprietes physiques 
A. Masse volumique 

Les masses moleculaires des acides gras sont relativement faibles, par contre, ces molecules occupent 
un volume important. II en resulte que la masse volumique des acides gras est faible, cette propriety est 
communiquee aux lipides qui les contiennent (les matieres grasses sont plus legeres que I'eau) [14]. 


B. Solubilite 

La solubilite des acides gras varie selon deux parametres : la longueur de la chaine carbonee et la 
presence ou non d'une ou plusieurs insaturations. La fonction acide carboxylique donne un caractere 
hydrophile a la molecule, done polaire (cela est du a son ionisation dans I'eau a un pH superieur a 5,5), 
tandis que la chaine carbonee en donne un lipophile, apolaire. Les acides gras sont done amphiphiles. 
Le comportement de I'ensemble de la molecule depend du volume occupe respectivement par les deux 
parties. 

Quand le nombre de carbone est inferieur a 4, comme dans I'acide acetique, el le est assez polaire 
pour etre soluble dans I'eau. Au dessus de 4 carbone, la solubilite dans I'eau diminue jusqu'a deve- 
nir nulle. Au contraire les molecules d'acides gras sont solubles dans les solvants organiques apolaires 
comme le benzene, I'ether et le chloroforme. 

II faut noter que les acides gras insatures sont legerement plus solubles dans I'eau que les acides gras 
satures de meme nombre de carbone. 

c. Point de fusion 

Le point de fusion est la temperature a laquelle une molecule passe de I'etat solide a I'etat liquide. 
Quand le nombre de carbone dans un acide gras augmente, cela augmente la valeur du point de fusion. 
Par contre, la presence d'une (ou plusieurs) insaturations la fait baisser. Quand le nombre de carbone est 
inferieur a 10, les acide gras sont liquides a temperature ambiante. Quand il est superieur a 10, ils sont 
solides. 


D. Point d'ebullition 

Le point d'ebullition d'un acide gras est d'autant plus eleve que le nombre de carbone est important. 
Toutefois, la presence de double liaisons n'a aucune influence sur le point d'ebullition. 


E. Monocouches, micelles 

Au dessus de quatre carbones, les acides gras sont insolubles dans I'eau et s'organisent quand ils 
sont mis en milieux aqueux soit en film moleculaire a ['interface eau-air ou en micelles (assemblages 
spheriques de molecules amphiphiles, delimitant un espace interieur lipophile et une couronne polaire) 
(figure 1.10). Les micelles apparaissent lorsque la concentration en molecules amphiphile depasse un 
certain seuil. Dans un solvant organique, par exemple de I'huile, ['arrangement est inverse. 


/ Partie hydrophobe 

x ^Partie hydrophile / 

Disposition en un film monocouche Micelles en milieu aqueux Micelles en milieu apolaire 



Figure 1.10- Dispositions des micelles. 
Domaine public 
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8 Les lipides 

1.1.4 Proprietes chimiques 
A. Neutralisation par les bases 

On peut provoquer la neutralisation de la fonction carboxyl ique des acides gras par une base comme 
la potasse KOH a condition de permettre aux molecules reagissantes de se rencontrer, soit en operant a 
chaud et en melangeant fortement, soit en ajoutant de I'alcool ethyl ique, on dit que c'est un solvant de 
miscibilite car il leur permet de se melanger. 

Ainsi, en faisant reagir la potasse avec les acides gras il se forme un sel d'acide gras, que Ton appelle 

savon [15]. 


R — C 


/? 


© 


0 


HO 


// 


O— R 1 


R — C + HO-R 1 

V 


\© 


Figure 1.11- Reaction de saponification. 

Les savons les plus connus sont les savons proprement dits de sodium (savons durs) ou de potassium 
(savons mous). 


B. Reaction d'esterification 

Avec les alcools, les acides gras donnent des esters, 

o 


// 


o 


Ri C + HO R 2 

\ 

OH 


// 


-C + HoO 

\ 

o — R, 


Figure 1.12 - Reaction d'esterification. 

Les acides gras sont presque toujours presents dans les etres vivants sous forme d'esters, unis a divers 
types d'alcools que nous verrons plus loin. 


c. Oxydation 


Les produits formes par oxydation sont differents selon le nombre d'instaurations de I'acide gras et 
selon la nature de I'oxydant : 

- un peracide comme I'acide performique oxyde I'acide gras insature en epoxyde (figure 1.13). 



Acide performique 


+ 


R — CH=CH — R' 


Acide gras insature 




O 

/\ 


R — CH — CH — R' 


Epoxyde 



Acide formique 


Figure 1.13 - Oxydation des acides gras insatures par I'acide performique. 

- un acide gras insature traite par un acide mineral a 50° donne un diol (deux fonctions OH adja- 
centes au carbone de la double liaison) (figure 1.14). 


R— CH — CH — R' 

I I 

OH OH 

Figure 1.14- Structure d'un diol. 
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H 3 C — (CH 2 ) n — CH =CH (CH 2 ) n — COOH 

Acide gras mono-insature 

Oxydant puissant 


H 3 C — (CH 2 ) n — COOH HOOC— (CH 2 ) n — COOH 

Monoacide Diacide 

Figure 1.15- Oxydation puissante. 


- un acide gras insature traite par un oxydant puissant telle qu'une solution concentree de KM11O4 
conduit a la formation de deux acides par coupure de la double liaison (figure 1.15). 

A Fair libre, I'oxydation des huiles et des graisses insaturees (facilitee a temperature elevee, 60 °C), 
a pour resultat soit le rancissement, qui produit des peroxydes puis, par rupture de la chame carbonee, 
des composes volati Is (aldehydes ou cetones) responsables de I'odeur desagreable, et meme des acides 
toxiques; soit la siccativite, ou les huiles polyinsaturees (comme dans I'huile de lin), par fixation du 
dioxygene, se polymerisent en vernis et solides impermeables (peintures a I'huile. . . ). Plus le nombre de 
double liaisons de I'acide gras insature est grand, plus I'autooxydation est rapide. 

Au niveau biologique, les lipides insatures des membranes subissent des degradations lors degres- 
sions oxydatives (UV, radicaux libres. . . ), contrees par les antioxydants, comme la vitamine E, qui ont un 
effet protecteur en intervenant au stade de I'initiation de I'oxydation [16]. 

D. Reduction (hydrogenation) 

La fixation d'hydrogene sur la double liaison transforme I'acide gras insature en acide gras sature. 
Cette reaction se faiten presence d'un catalyseur metallique (platine, nickel de Raney, palladium...). 

L'hydrogenation des huiles est importante dans I'industrie agro-alimentaire car el le permet la trans- 
formation des huiles vegetales ou animales en graisses solides (margarine ou substitut de lard. . . ) et evite 
I'oxydation pendant leur utilisation (odeurs, produits toxiques...). 

E. Fixation d'halogenes 

Les acides gras insatures fixent les halogenes par une reaction d'addition. 

I I 
I I 

R — CH=CH — R 1 + I 2 ► R — C=C — R 1 

Ligure 1.16- Reaction d'addition d'iode. 

Cette reaction est surtout exploitee avec I'iode et le brome pour evaluer le degre d'insaturation des 
acides gras. II s'agit en fait d'une evaluation de I'aptitude des acides gras a rancir : plus il y'a des insatu- 
rations sur I'acide gras, plus il serait sensible a l'C>2- 

F. Isomerisation cis-trans de la double liaison 

Les doubles liaisons des acides gras insatures sont cis. La double liaison s'isomerise en trans, lente- 
ment a temperature ordinaire, tres vite si on chauffe. 

Exemple : L'acide oleique (cis) s'isomerise en acide elaVdique (trans) qui confere un mauvais gout aux 
lipides. 
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Les lipides 


G. Determination des indices 

Les indices sont des caracteristiques, des constantes. Pour un lipide, ce sont des nombres qui sont 

donnes sans unite. 

L'indice d'acide I a : L'indice d'acide d'un lipide est la quantite de potasse en mg (determine a froid) 
necessaire pour neutraliser I'acidite libre contenue dans 1 g de corps gras. 

La teneur en acides libres des corps gras augmente avec le temps : l'indice d'acide permet done 
de juger de leur etat de deterioration. Quand il est determine sur un acide gras pur, il permet de 
determiner sa masse molaire (done sa structure). 

L'indice de saponification I s : L'indice de saponification d'un lipide est la masse de potasse exprimee en 
mg necessaire pour neutraliser les acides gras libres et saponifier les acides gras esterifies contenus 
dans 1 g de matiere grasse. 

L'indice d'ester Ie : C'est le nombre de mg de potasse necessaire pour saponifier les esters contenus 
dans 1g de lipide. 

Ie = Is ~ I A 

L'indice d'iode : L'indice d'iode d'un lipide est la masse de diiode (h) (exprimee en g) capable de se 
fixer sur les double liaisons des acides gras de 100 g de matiere grasse. 


1.2 Les eicosanoides 

Les eicosanoides sont des molecules du groupe des lipides constitutes de 20 atomes de carbone. Ms 
derivent d'acides gras polyinsatures a 20 atomes de carbone. L'acide arachidonique en est le principal 
precurseur. Ms exercent une fonction de regulation, un role de mediateur dans I'activite des cellules au 
cours de nombreux processus comme la contraction des muscles lisses, I'agregation plaquettaire... (les 
effets sont tres divers). Ms sont done consideres comme des hormones [17], 

Les eicosanoides comprennent : 

1.2.1 Les prostaglandines 

Les prostaglandines ont un noyau cyclopentane. Elies sont designees par les lettres PG. 



Figure 1.17- Structure de la prostaglandine El . 


1.2.2 Les leucotrienes 

Les leucotrienes n'ont pas de cycle mais peuventegalementetre represents par une forme en epingle 
a cheveux. Ils sont notes LT. 



Figure 1.18- Structure du leucotriene B4. 
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1.2.3 Les thromboxanes 

Les thromboxanes sont notes TX. I Is comprennent un cycle ether hexagonal. 

O 



Figure 1.19- Structure de la thromboxane B2. 
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1.3 Les alcools presents dans les lipides 

II y a dans pratiquement toutes les molecules de lipides naturels au moins une molecule d'alcool 
generalement esterifiee par un acide gras. On classe souvent les divers types de lipides en fonction de 
I'alcool qu'ils contiennent. 


1.3.1 Les alcools gras 

Un alcool gras est un alcool a chalne longue aliphatique possedant pour la plupart d'entre eux un 
nombre pair d'atomes de carbone et sont en general satures et non ramifies. 

Exemples d'alcools gras : 

- octanol (cs) ; 

- nonanol (eg); 

- tetradecanol ou alcool myristylique (cu); 

- hexadecanol ou alcool cetylique (ci6); 

- octadecanol ou alcool stearylique (cis). 


1.3.2 Le glycerol 

Le glycerol ou la glycerine (nom commun) est un triol, il possede 3 fonctions alcool. Son nom officiel 
est le propan-1 ,2, 3-trio! (ou 1 ,2,3-propanetriol). C'est I'alcool le plus souvent rencontre dans les lipides. 


Numerotation 

Les carbones des extremites, porteurs d'alcools primaires, sont traditionnellement numerates a et a'. 
Le carbone central, porteur d'un alcool secondaire, est note /3 (figure 1.20) [18]. 

@ H 2 C OH 

(P) HO C H 

@ H 2 C OH 

Figure 1 .20 - Structure chimique du Glycerol. 
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Les lipides 


1.3.3 Les sterols 

Les sterols sont des composes polycycliques complexes caracterises par la presence d'un radical ap- 
pele cyclopentanoperhydrophenanthrene ou noyau sterane, porteur d'une (ou pi usieurs) fonction alcool 
(d'ou le suffixe ol) [19]. 


Noyau sterane Le nom cyclopentanoperhydrophenanthrene est compose de : 

Cyclopentane : un carburant cyclique sature a 5 carbones. 

Phenanthrene : un carbure aromatique a 3 cycles hexagonaux accoles (accoles signifie ici que les cycles 
ont des cotes communs). 

Perhydro : signifie completement hydrogene. 


Le cyclopentanoperhydrophenanthrene resulte done de I'accolement du cyclopentane a ce noyau. 
On nomme les 4 cycles A, B, C et D et on numerate leurs sommets de 1 a 1 7 (figure 1.24). 



Figure 1 .21 - Cyclopentane. Figure 1 .22 - Phenanthrene. Figure 1 .23 - Perhydrophenanthrene. 



A. Le cholesterol 

Le cholesterol est un lipide de la famille des sterols, e'est le principal sterol animal et egalement un 
precurseur de nombreuses molecules. II est absent des vegetaux et des micro-organismes. 


Structure chimique Le cholesterol porte sur le noyau sterane : 

- 2 chaines laterales —CH 3 portees par les Cio et C13. Comme el le sont placees dans les angles de 
la structure, on les appelle methyles angulaires; 

- une fonction alcool en C3 ; 

- une double liaison en C$-q ; 

- une chaine carbonee a 8 atomes de carbone fixe sur le C 17 . Cette chaTne comporte 2 ramifications. 
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Figure 1.25 - Structure du Cholesterol. 


1.3.4 L'inositol 

L'inositol est un compose cyclique qui contient 6 fonctions alcools. II derive du carbure sature cyclo- 
hexane par 6 substitutions d'un H par un OH, d'ou son nom cyclohexanehexol (figure 1.26). 

II y a 9 isomeres possibles qui different par position du OH par rapport au plan (au dessus ou en 
dessous). L'isomere appele myoinositol (figure 1.26) est largement predominant dans les lipides naturels. 
Le prefixe myo signifie qu'on I 'a trouve d'abord dans le muscle [20]. 


OH OH 



Figure 1 .26 - Structure du myoinositol. 


1.3.5 Serine et alcools amines 
A. Serine 

La serine est un acide amine alcool, dont le nom en nomenclature systematique est acide 2-amino-3- 
hydroxypropanoi'que (figure 1.27). Le groupement OH de lachaine laterale peutetreesterifieen presence 
d'un groupement phosphate. 


0 H 

% I 

c — c — nh 2 
H0 ch 2 

OH 

Figure 1 .27 - Structure de la serine. 
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Les lipides 


Quand la serine se decarboxyle (c'est a dire perd un CO 2 a partir de sa fonction carboxyle) il reste 
I'ethanolamine. 


B. Ethanolamine 

L'ethanol amine, egalement appelee 2-ami noethano! ou monoethanolam i ne (figure 1.28), est un com- 
pose chimique organique qui est a la fois une amine primaire (par son groupe amine) et un alcool primaire 
(par son groupe hydroxyle). 


HO 


CH 2 

\ / ^ 

X CH NH 2 


Figure 1 .28 - Structure de I'ethanolamine. 


La fixation de trois groupements methyl sur la fonction azotee de I'ethanolamine fait apparaftre la 
choline. 


C. Choline 

La choline est un compose qui porte une fonction alcool et une fonction amine quaternaire. C'est 
une molecule chargee positivement. La choline estaussi connue sous le nom de 2-hydroxyethyl-trimethyl 
ammonium (figure 1.29). 


CH 3 

I© 

H 3 C N CH 2 — CH— OH 

ch 3 

Figure 1 .29 - Structure de la choline. 


1.3.6 La sphingosine 

C'est un dialcool gras complexe qui comporte 2 fonctions alcool, une fonction amine et une double 
liaison (figure 1.30) [21]. 

H 3 C (CH 2 ) 12 — CH=CH — CH — CH — CH 2 

OH NH 2 OH 

Figure 1 .30 - Structure de la sphingosine. 


1.4 Les lipides simples 

Les lipides simples ou homolipides sont les lipides qui ne contiennent que du carbone, de I'hydro- 
gene et de I'oxygene, ce sont des composes ternaires. Ce sont souvent des esters d'un alcool et d'acides 
gras. Les lipides simples sont classes en trois groupes : les glycerides, les cerides et les sterides. 
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1.4.1 Les glycerides 

Les glycerides, ou acylglycerols dans la nomenclature international, sont des esters d'acide gras et 
de glycerol. Selon le nombre d'acides gras combines au glycerol, on distingue les monoglycerides, les 
diglycerides et les triglycerides. 

Monoglycerides : pour les monoglycerides, la liaison ester est etablie soit sur I'une des fonctions alcool 
primaire (monoacylglycerol a) soit sur I'alcool secondaire (monoacylglycerol /3). 

Diglycerides : pour les diglycerides, on parlera d '(a, a') diacylglycerol ou de (a,/3) diacylglycerol. 

Triglycerides : pour les triglycerides, quand les trois radicaux acyl sont identiques, ont dit que le trigly- 
ceride est homogene. Dans le cas contraire il est dit mixte. 


o 



Figure 1.31 - Groupement acyle. 


O 

II 

H 2 C O C R x 

HO HC 

I 

H 2 C OH 

Figure 1 .32 - Monoacylglycerol. 


o 

O H 2 C O C R 3 

R 2 — C — O CH 

H 2 C OH 

Figure 1.33 - Diacylglycerol. 


o 

O H 2 C O C Ri 

II I 

R, — C O CH O 

I II 

h 2 c — o — c — r 3 
Figure 1 .34 - Triacylglycerol 


A. Roles biologiques 

Les acylglycerols servent principalement de reserve chez les animaux et les vegetaux. Leur catabo- 
lisme par oxydation libere une energie deux fois plus forte que celle du glycogene. 

Les acylglycerols servent aussi d'isolants thermiques dans les tissus adipeux sous-cutanes, d'emulsi- 
fiants et de messagers. 

B. Nomenclature 

On donne aux glycerides des noms officiels bases sur le principe que les radicaux acyl sont les 
substituants du glycerol. On indique sur quelle fonction alcool du glycerol a lieu I 'esterification par 
chaque type d'acide gras en precisant a 1'aide des numeros des atomes de carbone (dans la nomenclature 
internationale on n'utilise pas les lettres grecques a et j3). 

Exemple : 7 ,3-distrearyl-2-palmitylglycerol ou 7 ,3-dioctadecanoyl-2-hexadecanoylglycerol. 

O 

O H 2 C — O — C (CH 2 )— ch 3 

ll l 

H 3 C (CH 2 )— c O CH O 

H 2 C O C (CH 2 )— ch 3 

Figure 1.35 - Structure du 1,3-distrearyl-2-palmitylglycerol. 

Les radicaux stearyl, palmiyl, oleyl, palmitoleyl sont le plus souvent rencontres. 
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Les lipides 


c. Proprietes physiques 

Solubilite : la propriete physique dominante est le caractere completement apolaire des acylglycerols 
naturels, essentiellement des triacylglycerols. Les groupes polaires (hydroxyle ou carboxyle) dispa- 
raissent dans les liaisons esters. Ms sont insolubles dans I'eau et tres solubles dans les solvants les 
plus apolaires comme I'acetone [22]. 

Activite optique : le pouvoir rotatoire, egalement appele activite optique, est la propriete qu'ont certains 
milieux de faire tourner le vecteur lumineux d'un faisceau lumineux les traversant. Un carbone 
asymetrique (c'est a dire dont les 4 substituants sont differents) confere a la molecule un pouvoir 
rotatoire. 

Les 1 -monoglycerides, les 1,2-diglycerides et les glycerides mixtes possedent un carbone asyme- 
trique (le carbone central du glycerol). Ms sont done optiquement actifs. 

Les notions d'activite optique seront traitees plus en detail dans le chapitre suivant. 


D. Proprietes chimiques 


Hydrolyse : le traitement acide ( H 2 SO 4 a 5%) provoque la rupture des liaisons ester et libere les consti- 
tuants : les acides gras et le glycerol, mais en general de fagon incomplete. 

En milieu enzymatique, les lipases comme la lipase pancreatique coupent les liaisons esters. Cette 
hydrolyse se fait en 3 etapes : les 2 premieres sont rapides avec liberation des acides gras en a et 
o', lors la 3 e , le /3-monoglyceride est transforme en acide gras et glycerol. 

Saponification : les bases (hydroxyde de sodium ou de potassium) en solution alcoolique, a chaud, 
coupent les liaisons esters des glycerides en liberant les acides gras sous forme de sels de sodium 
(savons durs) ou de potassium (savons mous) (figure 1.36). 


R 


2 


O 

II 

c 


o 

H 2 C — O C Ri 

O CH O 

H 2 C — O C R 3 


H 2 C — OH 
KOH | 

► HO C H + 


H 2 C — OH 


K® 

K® 

K® 


O 



O 

® 0 — C R 1 

o 



Figure 1 .36 - Reaction de saponification. 


1.4.2 Les cerides 

Les cerides doivent leur nom generique au fait qu'ils sont les principaux constituants des cires ani- 
males, vegetales et bacteriennes. Les cerides sont des monoesters d'acides gras et d'alcools gras. 


h 3 c — (CH 2 ) - 
Acide gras 



OH 


+ 


HO CH 2 (CH 2 ) CH 3 


Alcool gras 


o 

// 

H 3 c (CH 2 ) n c -j-° CH 2 (dH 2 ) - — CH 3 

'Liaison ester 

Figure 1 .37 - Structure des cerides. 
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O 

Figure 1 .38 - Molecule de palmitate de cetyle. 


A. Composition 

La composition des cires est relativement complexe, el les contiennent a cote de differents cerides, 
des alcools et acides gras libres et souvent des hydrocarbures satures a longue chafne. 

II est a noter que les animaux superieurs et I'homme ne metabolisent pas les cires, seuls les insectes 
en sont capables. 

B. Proprietes 

La structure a deux longues charnes carbonees saturees fait des cerides des composes [23] : 

- a temperature de fusion elevee (60 a 100°C) et solides a temperature ordinaire; 

- a tres forte insolubility dans I'eau (tres apolaires) : ils sont seulement solubles a chaud dans les 
solvants organiques; 

- inertes chimiquement : ils resistent aux acides et a la plupart des reactifs et sont difficilement 
saponifiables. 

c. Roles biologiques 

Les proprietes enumerees dans le paragraphe precedent en font des molecules essentielles des « re- 
vetements » de protection des organ ismes vivants [24] : 

- enduit impermeabilisant les plumes d'oiseaux aquatiques. On les trouve aussi dans la peau des 
animaux marins et dans les fourrures; 

- cuticule des feuilles brillantes (houx, carnauba, palmier americain...) ; 

- pel licule de fruits qui a un role de prevention contre I 'evaporation, le developpement de moisis- 
sures et I'infection par des parasites; 

- paroi resistante de baci I les. 

1.4.3 Les sterides 

Les sterides sont des esters d'acides gras et de sterols (souvent du cholesterol). On appelle specifique- 
ment les sterides du cholesterol les ester de cholesteryle. 



Figure 1 .39 - Molecule de palmitate de cholesteryle. 

In vivo, les sterides sont presents dans les membranes cellulaires, toutefois ils y sont relativement peu 
abondants par comparaison avec les phospholipides. Les tissus d'animaux contiennent peu de sterides 
au contraire du plasma sanguin. 

Le cholesterol et ses formes esterifiees sont transposes avec les autres lipides sous la forme dissocia- 
tions non covalentes : les lipoproteines (voir section lipoproteines). 

Les esters de cholesterol alimentaire sont hydrolyses par une cholesterolester hydrolase du sue pan- 
creatique [25]. 
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18 Les lipides 

1.5 Les lipides complexes 

Les lipides complexes sont des lipides qui contiennent en plus du carbone, hydrogene et oxygene un 
ou plusieurs heteroatomes (azote, phosphore, soufre). 

On appelle phospholipides (ou lipides phosphores) les composes lipidiques contenant du phosphore. 
On designe sous ce terme I'ensemble des glycerophospholipides, des phosphosphingolipides et des 
phosphoglycolipides. 


1.5.1 Glycerophospholipides 

Les glycerophospholipides, egalement appeles phosphoglycerides ou phosphoacylglycerols, sont les 
lipides les plus nombreux et les plus represents. Ms contiennent du glycerol et du phosphate, ainsi que 
des acides gras et certains alcools particuliers. On peut les considerer comme des derives de Vacide 
phosphaddique (figure 1.40). 

O 

0 H 2 C — O C Ri 

R 2 — C O — CH O 

H 2 C O P 0 O® 


Figure 1 .40 - Molecule d'acide phosphatidique. 


Les acides phosphatidiques n'existent que tres rarement a I'etat naturel. Ce sont leurs derives, ou une 
fonction acide de I'acide phosphorique est esterifiee par un alcool, souvent note X, qui sont les plus 
nombreux. 


A. Phosphatidylserines 

Les phosphatidylserines sont des constituants des membranes plasmiques. Chez les mammiferes, on 
les rencontre principalement du cote intracel I ulai re. Elies possedent une charge nette negative. 



O 

H 2 C — O C 

O — CH O 



Ri 


© 

O CH— CH — NH 3 

COO® 


Figure 1 .41 - Structure des phosphatidylserines. 


B. Phosphatidylethanolamines 

Les phosphatidylethanolamines etaient anciennement appeles cephalines. 
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O H 2 C — 
R 2 — C — O — CH 
H 2 C — 



© 

CH— CH— NH 3 


Figure 1 .42 - Structure des phosphatidylethanolamines. 
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C. Phosphatidylcholines 

Les phosphatidylcholines sont plus connues sous le nom de lecithines. Ce sont des molecules am- 
photeres et bipolaires. 


O 

O H 2 C — O — C — Ri 

R 2 — C O — CH O CH 3 

I II I© 

H 2 C O P O CH— CH— N CH 3 

O® CH 3 

Figure 1 .43 - Structure des phosphatidylcholines. 


D. Phosphatidyinositols 

Les phosphatidyinositols ou inositides sont des constituants de toutes les membranes biologiques. 



Figure 1 .44 - Structure des phosphatidylinositols. 


E. Phosphatidylglycerols 

Les phosphatidylglycerols sont presents dans les poumons et sur les membranes bacteriennes. 

Les cardiolipides (ou cardiolipines en anglais) sont des lipides ayant une structure complexe derivant 
de celle du phosphatidylglycerol (figure 1.46). Ils represented 18% des molecules de la membrane 
interne de la mitochondrie. Ils ont ete isoles pour la premiere fois du tissu cardiaque qui est tres riche en 
mitochondries. 
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Les lipides 


O 


O H 2 C — O C Ri 


R- — C O CH O 


OH OH 


H 2 C — O P O CH— CH — CH 2 

O© 

Figure 1.45 - Structure des phosphatidylglycerols. 

O 

o h 2 c — o — c — R x 

R 2 — C O CH O OH O OH OH 

H 2 C O P O CH r CH-CH — O P O CH r CH-CH 2 

O O 

Figure 1 .46 - Structure des cardiolipides. 


F. Plasmalogenes 

Les plasmalogenes font partie de la famille des phospholipides. Ms sont constitues d'une base glycerol, 
a laquelle se lie sur le premier carbone un alcool gras (par une liaison vinyl-ether), sur le deuxieme 
carbone se lie un acide gras et sur le troisieme carbone se lie, par I'intermediaire d'un phosphate, un 
alcool comme la choline, I 'ethanolamine, la serine ou I ' inositol (figure 1.47). 

Les plus abondants dans I'organisme humain sont les plasmalogenes avec un groupement choline 
(coeur) et les plasmalogenes avec un groupement ethanolamine (cerveau) [26]. 

L'alcool gras est le plus souvent insature en 1,2. 


1.5.2 Glyceroglycolipides 

Les carbones C\ et C 2 du glycerol sont esterifies par des acides gras. L'alcool du carbone C 3 a la 
difference des acylglycerols n'est pas esterifie mais lie a un ose par une liaison osidique (figure 1.48). 
Ces lipides sont tres rares dans le monde animal mais sont beaucoup plus nombreux dans le monde 
vegetal. Ils sont egalement present chez certaines bacteries [27]. 



Figure 1.47 - Structure d'un phosphatidyle- 
thanolamine plasmalogene. 


O H 2 C — O C Ri 

II I 

R 2 — C O CH 



Figure 1.48 - Structure d'un glyceroglycoli 
pides (1 ,2-diacyl-3-galactosylglycerol). 
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1.5.3 Sphingolipides 

Les sphingolipides ferment un groupe complexe dans lequel la sphingosine joue un role central. On 
les subdivise en deux sous-groupes suivant qu'ils contiennent du phosphate ou non. 

Un detail structural particulier doit etre retenu : bien que la sphingosine comporte deux fonctions 
alcool, c'est toujours sur la fonction amine que se fixe I'acide gras. 

A. Ceramide 

Les ceramides sont derives des sphingosines par fixation (acylation) d'un acide gras sur le groupe 
amine (figure 1.49). L'acide gras peut etre a hydroxyle (OH en C 2 ). II s'agit des precurseurs des lipides 
de ce groupe. La classification des sphingolipides est basee sur la nature du groupement R 2 liee a I 'hy- 
droxyle 1 . 

Les ceramides ont d'abord ete isoles du cerveau, d'ou leur nom, et I'on a cru un moment, que ces 
substances lui etaient specifiques, mais plus tard, ces composes ont ete trouves dans d'autres organes 

[28]. 



Figure 1 .49 - Structure des ceramides. 
R- : Groupement acyl d'un acide gras. 


B. Sphingomyeline 

Ce sont les sphingolipides contenant du phosphate. Elies doivent leur nom a leur premiere mise en 
evidence dans la gaine des axones myelinisee. L'alcool primaire de la sphingosine est esterifie par la 
partie phosphate de la phosphocholine (figure 1.50) [29]. 

L'acide gras qui s'attache a la sphingosine est generalement I'acide lignocerique sature a 24 carbones. 



Figure 1 .50 - Structure des sphingomyelines. 


c. Cerebroside 

Les cerebrosides sont des glycosphingolipides. I Is sont depourvus de phosphate et sont constitues 
d'un ceramide lie par une liaison osidique a un ose (figure 1.51). 

Ces oses peuvent etre le galactose (galactosylceramide), le glucose (glucosylceramide) ou le lactose 2 
( I actosyl ceramide). II existe des cerebrosides dans les lipides du cerveau mais on en trouve egalement 
dans la plupart des cellules [30]. 

2. lactose = glucose + galactose 
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Les lipides 



Figure 1 .51 - Structure des cerebrosides. 


D. Ganglioside 

Les gangliosides sont des lipides beaucoup plus complexes que les precedents. Derivant des cera- 
mides, ils contiennent la sphingosine, un groupement acyl derive d'un acide gras (souvent en C24) et 
une chaine glucidique attachee sur I'alcool primaire, formee de galactose, de glucose et d'acide sialique 
(en abrege NANA : N-Acetyl-Neuraminic Acid). Leur nom est du au fait qu'ils furent identifies dans les 
membranes des cellules ganglionnaires du systeme nerveux. 

Ces gangliosides sont repandus dans le tissu nerveux. On les trouve aussi a la surface externe de la 
membrane plasmique de nombreux types cellulaires 011 ils peuvent jouer le role de recepteurs [31]. 

1.5.4 Proprietes physiques des glycerophospholipides 

Solubilite : les glycerophospholipides sont solubles dans les solvants organiques sauf I'acetone, ce qui 
permet de les separer des autres phospholipides. 

Ionisation : les glycerophospholipides sont des corps ionises a pH physiologique (pH du sang). 

Proprietes amphiphiles : les glycerophospholipides sont des molecules amphiphiles car elles presentent 
2 poles : I'un hydrophobe du aux acides gras; I'autre hydrophile du a I'ester phosphorique. 

Un phosphoacylglycerol est habituellement represente avec une boule (pour la tete polaire) et deux 
pattes (pour les deux queues hydrophobes) (figure 1.52). 

Proprietes amphoteres : certains glycerophospholipides sont amphoteres car ils possedent a la fois : 

- une fonction acide apportee par H3PO4 ; 

- une fonction basique apportee par la serine, I'ethanolamine ou par la choline. 

Aspect : purs, les glycerophospholipides sont des solides blanc-jaune cireux qui s'oxydent en devenant 
brunatre et se polymerisent a I'air. 



FIGURE 1 .52 - Representation schematique de quelques phospholipides. 
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1.5.5 Proprietes chimiques des glycerophospholipides 

Hydrolyse enzymatique : les phospholipases sont des enzymes hydrolysant les liaisons esters des phos- 
pholipides. II existe quatre liaisons ester dans un phospholipide. On distingue done plusieurs en- 
zymes selon leur site d'action sur la molecule. 

Phospholipase A\ : enleve I'acide gras lie a la fonction alcool primaire du glycerol. 

Phospholipase^: enleve I'acide gras lie a la fonction alcool secondaire du glycerol, liberant 
I'acide gras esterifie sur le carbone /3 du glycerol et un monoacyl-glycerophospholipide, en- 
core appele lysolecithine (ou lysophosphoglyceride) en raison de son action hemolytique et 
cytolytiques (ils detruisent les hematies et les cellules par disorganisation des membranes en 
s'y incluant), ce qui en fait des composes toxiques a forte concentration. Cette phospholipase 
est presente dans le foie, le pancreas et dans les venins (serpents, abeilles...). 

Phospholipase C : intervient sur la fonction ester liant le glycerol et le phosphate, liberant un 
diglyceride et un phosphoalcool. 

Phospholipase!) : hydrolyse la fonction ester entre la fonction acide du phosphate et I'alcool, 
liberant un phosphatidate et un alcool. 



O 


Figure 1 .53 - Action des differents groupes de phospholipases sur les phospholipides. 
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1.6 Les lipides polyisopreniques (lipides insaponifiables) 

Les lipides polyisopreniques sont des lipides a base d 'isoprene qui jouent un role biologique fon- 
damental (hormones et vitamines). Ces lipides sont aussi appeles lipides insaponifiables , par op- 
position aux lipides etudies precedemment qui sont dits saponifiables, en raison de la presence 
d'acides gras. 


Isoprene L'isoprene est le precurseur commun de ces lipides. II s'agit d'un hydrocarbure en C 5 
(figure 1.54), son nom chimique est le 2-methyl buta-1, 3-diene. 





CH 3 

c 




ch 2 


h 2 c^ ^ch 

Representation simplifiee 
Figure 1 .54 - Structure chimique de l'isoprene. 
L'isoprene est synthetise a parti r de I'acetyl-CoA par condensation. 


1.6.1 Terpenoides 

Les terpenes sont des hydrocarbures resultant de la combinaison de plusieurs unites isoprene. Les 
terpenoides peuvent etre consideres comme des terpenes modifies et peuvent etre classes selon 
leur nombre d'unites isoprene : 

Monoterpenoi'des, 2 unites isoprene (C 10 ) : I'ocimene (basilic) et le geraniol sont des monoter- 
penes acycliques alors que le limonene (citron) est un monoterpene cyclique. 

Sesquiterpenoi'des, 3 unites isoprene (C 15 ) : tres nombreux dans le regne vegetal. 

Diterpenoi'des, 4 unites isoprene (C20) : sont a la base d'une categorie de molecules de grande 
importance biologique, comme la Vitamine A [A\ et A 2 ), le phytol, une des chaines laterales 
de la chlorophylle. On trouve aussi une chaTne diterpenique dans les vitamines liposolubles 
E et K. 

Triterpenoi'des, 6 unites isoprene (C 30 ) : les sterols (cholesterol, squalene...) sont des derives de 
triterpenes. 

Polyterpenoi'des (plus de 40 C) : 

Les dolichols : les dolichols fixent par leur groupe alcool des oses. Ms ont entre 1 7 et 21 unites 
isoprenes chez les animaux et servent essentiellement de bras, lors de la N-glycosylations 
des proteines 3 . 

Les carotenoides : ce sont des tetraterpenes (C 40 ), formes de deux moities diterpenes, dont 
les differentes structures sont classees en : 

- Carotenes : qui sont pour les animaux les precurseurs indispensables de la vitamine A 
liposoluble. 

- Xanthophylles : qui sont des derives oxydes. 

Le caoutchouc : c'est un polymere d'une centaine d'unites dont la double liaison dans I'unite 
isoprenique esten conformation cis. 

3. La N-glycosylation sera etudiee en cytologie durant le 2 e semestre. 
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1.6.2 Les quinones isopreniques 

On trouve des isoprenes dans des composes a activite biologique pour lesquels cette chaTne forme 
un bras (isoprenique). Parmi ces composes, on trouve certaines quinones. 

Ubiquinones : on les trouve dans les membranes des mitochondries animales, el les jouent un role de 
transporteurs d'electrons. 


O 



Plastoquinones : el les appartiennent a la membrane des chloroplastes des vegetaux, jouant un role de 
transporteurs d'electrons dans la chaTne d'oxydo-reduction photosynthetique. 

O 



Figure 1 .56 - Structure chimique d'une plastoquinone. 

Vitamines K : les vitamines K forment un groupe de vitamines intervenant essentiellement dans la coa- 
gulation sanguine mais aussi dans le metabolisme des os et d'autres tissus. 



Figure 1 .57 - Structure chimique de la vitamine Ki (phylloquinone). 



Figure 1 .58 - Structure chimique de la vitamine K2 (menaquinone). 


Les tocopherols ou vitamines E : el les assurent une protection des acides gras polyinsatures essentiels, 
des acides gras des membranes et des lipoproteines contre I'agression oxydante qui les degrade : 
ce sont des antioxydants. 
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1.6.3 Les steroides 

Leur squelette est un carbure tetracyclique : le sterane (cyclopentanoperhydrophenantrene), resultat 
de la condensation du cyclohexane sur le phenantrene reduit. Les steroides different les uns des autres 
par la nature et la position des differents groupements portes par ce noyau, par la presence eventuelle de 
double liaisons et leur nombre. Les steroides naturels sont repartis en quatre series : 

- les sterols; 

- les acides et sels biliaires; 

- les hormones steroi'diennes ; 

- les vitamines D et autres derives. 

A. Les sterols 

lls ont deja ete mentionnes dans le sous-groupe des sterides des lipides simples. Le cholesterol est le 
principal sterol d'origine animale, il est aussi le precurseur de nombreux steroides, hormones sexuelles 
et corticosurrenaliennes, d'acides et sels biliaires, et de la vitamine D. 

Dans les tissus animaux le precurseur du cholesterol est le lanosterol (figure 1.59). 



B. Les acides et sels biliaires 

Ce sont des sels d'acides provenant du cholesterol puis condenses (ou conjugues) avec un acide 
carboxylique ou un derive. Synthetises par le foie et concentres dans la bile, les sels biliaires ont deux 
fonctions : 

- emulsification des lipides permettant leur digestion enzymatique dans I'intestin par la lipase pan- 
creatique (proprietes des corps amphiphiles) ; 

- elimination du cholesterol. 

c. Les hormones steroidiennes 

Ces molecules sont presentes chez les animaux et les vegetaux et sont des molecules « informatives », 
des regulateurs de metabolisme ou des mediateurs cellulai res. Elies derivent toutes du cholesterol par 
reaction de coupure sur la chafne laterale, ou par hydroxylation ou oxydation. 

D. Steroides surrenaliens 

Dans les surrenales, le cholesterol est converti en progesterone puis en hormones corticosurrenales. 
Mineralocorticoides : ils jouent un role important dans la regulation du metabolisme hydro-mineral 
(reabsorption par le rein de I'eau et du sodium). Le principal mineralocorticoVde endogene chez 
I'homme est I 'aldosterone. 

Glucocorticoides : le cortisol est I'un des plus importants, il favorise la synthese du glycogene au depend 
des proteines, c'est un puissant immunosuppresseur et anti-inflammatoire. 


Contactez nous sur 


facadm 16 @gmail.com 


a votre service inchallah 


Plus de cours sur: 


www.la-faculte.net 


merci pour votre visite 


1 .7 Les lipoproteines 


27 


E. Steroi'des sexuels 

Le terme stero'i'de sexuel est utilise comme synonyme d'hormone sexuelle. Les steroi'des sexuels 
jouent un role important dans les changements du corps, que I'on appelle caracteres sexuels primaires 
et secondaires. 

Les deux principales classes de steroi'des sexuels sont les androgenes et les oestrogenes, les plus 
importants (chez les humains) etant respectivement la testosterone et Yoestradiol. 

Dans les organes genitaux, le cholesterol est converti en testosterone, qui est le precurseur des oes- 
trogenes, les hormones sexuelles femelles. 

Les oestrogenes sont au nombre de trois : Yoestrone (El), oestradiol (E2) et oestriol (E3). A concentration 
egale, l'E2 exerce un effet biologique plus puissant que I'EI qui lui est plus puissant que l'E3. 

F. Vitamines D 

La vitamine D est une vitamine liposoluble (soluble dans les graisses) qui intervient dans 1'absorption 
du calcium et du phosphore par les intestins, ainsi que dans leur reabsorption par les reins. El le existe 
sous deux formes : D2 (ergocalciferol) ou D3 (cholecalciferol). 

Le stock en vitamine D peut avoir deux origines : 

Un apport exogene : celui-ci se fait a partir de I'absorption de la vitamine D contenue dans I'alimenta- 
tion. 

Un apport endogene : synthetisee dans I'organisme humain. Sous I'action des rayonnements UVB de la 
lumiere, un derive du cholesterol est converti en cholecalciferol encore inactif. S'ensuit une autre 
transformation au niveau du foie puis une seconde au niveau des reins ou il est transforme en 
vitamine D active. 


1.7 Les lipoproteines 

Des lipides comme les phospholipides, triacylglycerols et le cholesterol ne sont que tres peu solubles 
en solutions aqueuses. Ainsi, ils s'associent a des strucures complexes par des interactions non covalentes 
pour former des lipoproteines, qui assureront leur transport dans le plasma sanguin. 

1.7.1 Structures des lipoproteines 

Les lipoproteines sont des particules globulaires de type micelles, constitutes d'une : 

Coque externe : il s'agit d'une monocouche de phospholipides contenant du cholesterol libre et une ou 
plusieurs molecules proteiques appelees apolipoproteines (qui sont au nombre de 7 et nommes de 
A a G). 

Partie centrale : contient des triglycerides, des esters de cholesterol et de petites quantites d'autres sub- 
stances hydrophobes, comme des vitamines liposolubles. 

1.7.2 Classifications des lipoproteines 

Les lipoproteines sont classees en cinq grandes categories en fonction de leurs roles et de leurs 
proprietes physiques. 

Les chylomicrons : les chylomicrons sont des lipoproteines qui se forment en periode de digestion. Elies 
sont responsables du transport des lipides de I'intestin grele vers les tissus adipeux peripheriques 
ou ils sont retraites. Ils se composent de 98 % de lipides dont 88 % sont des triglycerides. 

Les VLDL : Very Low Density Lipoprotein, lipoproteines de tres basse densite, sont des lipoproteines 
synthetisees en permanence au niveau du foie et de I'intestin. La fonction principale des VLDL est 
de fournir, dans les periodes interprandiales, aux tissus grands consommateurs d'energie un apport 
en acides gras d'origine dite endogene. Le catabolisme de la particule de VLDL conduit a une 
particule de plus petite tai lie : I'IDL, ou lipoproteine de densite intermediate. 
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Les LDL : Low Density Lipoprotein, lipoproteines de basse densite, sont issues de la transformation des 
VLDL (IDL, plus precisement), et ont pour role essentiel de fournir aux tissus peripheriques le 
cholesterol necessaire a la synthese et au renouvellement de leurs membranes plasmiques. 

Les HDL : High Density Lipoprotein, lipoproteines de haute densite, sont les plus petites et les plus 
denses des lipoproteines du plasma. Elies permettent le retour du cholesterol libre des tissus peri- 
pheriques au foie qui est le site presque exclusif de son catabolisme. 

C'est pour cela que les HDL sont qualifies de « bon cholesterol » par rapport aux LDL qui sont 
appelees « mauvais cholesterol ». 


1.8 Les fonctions biologiques des lipides 

Dans I'organisme, les lipides ont differents roles biologiques, parmi eux : 

Role de reserve : stockes sous forme de triglycerides dans les tissus adipeux, les lipides constituent ainsi 
une reserve energetique mobilisable. 

Role structural : les phospholipides forment les membranes autour des cellules et des organelles. Le 
cholesterol permet de reguler la fluidite membranaire. 

Role de messager : les diacylglycerols et les ceramides ont des roles de mediateurs cellulai res, les pros- 
taglandines sont impliquees dans les phenomenes inflammatoires et les hormones steroid iennes 
comme la testosterone ou les oestrogenes sont des hormones sexuelles. 

Role de transport : comme pour les lipoproteines. 

Roles particuliers : il existe differents roles des vitamines comme celui de la A (appelee aussi retinol) 
dans la vision, de la K dans la coagulation. . .), de la vitamine E (ou tocopherol) antioxydante, etc. 
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Chapitre 


Dans ce chapitre 

2.1 Les acides amines 

2.2 Les peptides 

2.3 Les proteines 



Les proteines 


Une proteine est une macromolecule biologique composee d'une ou de plusieurs chaTnes 
d'acides amines, liees entre el les par des liaisons peptidiques. 

De par leur presence universelle dans le monde vivant, leur abondance cellulaire, leur ex- 
treme diversity, les proteines sont les elements essentiels de la vie de la cellule. Elies assurent 
I'immense majorite des fonctions cel I ulai res. 
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30 Les proteines 

2.1 Les acides amines 

On appelle acides amines ou aminoacides des acides carboxyliques porteurs de fonctions amines. Ce 
sont les unites structurales de base des proteines. La plupart des acides amines naturels, et en particulier 
ceux qui existent dans les proteines (une vingtaine) sont des acides a-amines. 


Acide a-amine Un acide a-amine ou a-aminoacide est une molecule organique possedant un grou- 
pement amine primaire — NH 2/ un groupement carboxyle — COOH et un radical — R attaches a un 
meme atome de carbone dit carbone a. Exception faite de la proline qui presente un groupement amine 
secondaire 1 . 

COOH COO 0 

! © 1 

H 2 N — C— H H 3 N — C— H 

R R 

Figure 2.1 - Structure chimique d'un a- Figure 2.2 - La forme ion dipolaire «zwitterion» des a- 
aminoacide aminoacides telle qu'on la trouve aux pH physiologiques. 

C'est la nature du groupement lateral (on dit aussi charne laterale) — R qui differencie les acides 
amines entre eux. 

2.1.1 Classification des 20 acides amines 

Les noms de ces 20 aminoacides n'obeissent a aucune nomenclature et evoquent soit leurs sources, 
soit leurs proprietes physiques ou encore un quelconque caractere analytique. On a I'habitude d'utiliser 
des abreviations a trois lettres ou a une lettre pour cette serie de vingt aminoacides. 

Etat de ionisation L'etat d'ionisation des acides amines etant dependant des conditions de pH, il a 
ete choisi dans cette presentation de donner les formules presentant l'etat d'ionisation qui prevaut a pH 
physiologique. 


Pour retenir ces structures on doit travailler a associer mentalement les noms (qui ont ete choisis 
avant d'en connaitre les structures chimiques) et les formules. On commencera par retenir que I'alanine 
(glycol le) est le plus simple possible. On se souviendra ensuite qu'il existe une serie d'acides amines 
derivant de I'alanine par substitution d'un H de celle-ci par : 

- un OH : serine; 

- un SH : cysteine; 

- un COOH : acide asparatique; 

- un radical imidazole : histidine; 

- un radical benzene : phenylalanine; 

- un phenol : tyrosine; 

- un radical indole : tryptophane; 


A. Classification en fonction du caractere polaire ou des proprietes chimiques du radical R 

Le moyen le plus courant et peut etre le plus utile de classer les 20 acides amines est de considerer 
les polarites de leurs chaTnes laterales (figure 2.3). 

1. La proline possede une fonction amine secondaire et non pas une fonction imine. L'erreur est presente dans certains 
ouvrages francophones de biochimie. 
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(+) Positive Q Negative 

Charges a pH physiologique 7.4 


A. Acides amines avec radicaux charges 

Positive Negative 



pKal2.Hi 


B. Acides amines avec radicaux non charges hydrophiles 
Serine Threonine Asparagine Glutamine Cysteine Glycine 



NHj 


D. Acides amines avec radicaux hydrophobes 


Alanine 

Valine 

Isoleucine 

Leucine 

Methionine 

Phenylalanine 

Tyrosine 

,AW © 

(VaDQ 

(He, Q 

(Leu) 

( M e„ ^ 

(Piie) Q 

(Typ) q 


Tryptophan 

mp) ^ 



Proline 
(Pro) Q 


pKaJ38 




Wikipedia 
CC BY-SA 3.0 


Figure 2.3 - Liste des 20 acides amines. 
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Acide amines indispensables Les animaux superieurs sont incapables de synthetiser la total ite de 
ces aminoacides. Chez I'homme, 8 d'entre eux doivent etre apportes par la ration alimentaire, ils sont 
qualifies d'indispensables : 


- I'isoleucine; 

- la leucine; 

- la lysine; 

- la methionine ; 


- la phenylalanine; 

- la threonine; 

- la tryptophane ; 

- lavaline. 


A ceux-ci, on peut ajouter des aminoacides que I'organisme synthetise a une vitesse trop lente : 
I 'arginine et Vhistidine, qui sont indispensables pour le nouveau-ne ou I'enfant. 


2.1.2 Generalites sur I'activite optique 
A. Analogie avec une corde vibrante 

Imaginons une corde tendue horizontalement. Si nous en agitons une extremite de haut en bas dans 
un plan vertical, la corde se deforme et I'ebranlement se propage tout en restant dans le plan vertical. 
Nous avons fabrique une onde polarisee rectilignement (ou lineairement). Ce plan vertical s'appelle le 
plan de polarisation. 



Direction de polarisation 



Figure 2.4 - Onde lineairement polarisee dans un plan vertical. 


B. Lumiere naturelle 

La lumiere naturelle est une onde electromagnetique qui se propage lineairement, mais el le n'est que 
rarement simple. Comme toute onde el le est definie, entre autres, par sa frequence ou sa longueur d'onde 
et son plan de vibration. La lumiere naturelle est un melange d'ondes de caracteristiques differentes. Si 
la longueur d'onde est unique, la lumiere est monochromatique , d'une seule couleur et si le plan de 
vibration est unique et constant el le est polarisee. 

Le carbonate de calcium ou calcite (CaCOs) est un cristal possedant une propriete de double refrac- 
tion (birefringence) par laquelle un rayon lumineux penetrant dans le cristal est divise en deux. Les deux 
rayons emergeant sont dits polarises dans un plan car ils vibrent chacun dans des plans perpendiculaires. 

c. Pouvoir rotatoire 

Le pouvoir rotatoire, egalement appele activite optique, est la propriete qu'ont certains milieux de 
faire devier le plan de polarisation d'un faisceau de lumiere monochromatique polarisee le traversant. 

L'angle de deviation R est fonction de : 

- la longueur d'onde de la lumiere monochromatique utilisee, generalement la raie D (jaune) du 
sodium a 589,3 nm ; 

- la temperature, generalement 20°C ; 

- la substance en solution et sa concentration. 


Contactez nous sur 


facadm 16 @gmail.com 


a votre service inchallah 


Plus de cours sur: 


www.la-faculte.net 


merci pour votre visite 


2.1 Les acides amines 


Loi de Biot 


a 


12c rc 

D 


100 R 
l ■ c 


33 


Avec : 

[a] : pouvoir rotatoire specifique; 

I : largeur de la cuve (trajet optique) en dm ; 

c : concentration de la solution en g/lOOmL ; 

R : angle de rotation observe, mesure en degres. Par convention, il est mesure positivement dans le sens 
des aiguilles d'une montre. 

Les composes induisant une deviation du plan vers la droite ( a > 0) quand on fait face a la lumiere 
sont qualifies de dextrogyres et sont notes ( + ). Ceux induisant une deviation vers la gauche (a < 0) 
quand on fait face a la lumiere sont qualifies de levogyres et sont notes (-). 

Le pouvoir rotatoire d'une molecule chirale est une propriety physique caracteristique de celle-ci au 
meme titre que son point de fusion, son point d'ebullition et sa densite. 


D. Stereoisomerie et isomerie optique 

Les etudes effectuees au cours du XIX e siecle ont montre que le pouvoir rotatoire est du a une dis- 
symetrie des molecules de sorte qu'elles ne soient pas superposables avec leur image dans un miroir. 
Introduisons tout d'abord quelques definitions : 

Carbone asymetrique : en chimie organique, un atome de carbone asymetrique est un carbone tetra- 
edrique (hybride sp 3 ) qui possede quatre substituants de nature differente. 

Stereoisomerie : la stereoisomerie concerne I'isomerie qui resulte uniquement de la position relative des 
atomes d'une molecule. On parle alors de stereoisomeres. 

Isomerie optique : il s'agit d'un type de stereoisomerie qui se produit autour d'un carbone asymetrique. 

Enantiomere : deux isomeres optiques sont des enantiomeres ou enantiomorphes s'ils sont image I'un 
de I'autre dans un miroir et qu'ils ne sont pas superposables comme les mains droite et gauche. I Is 
ont les memes proprietes physiques et un pouvoir rotatoire oppose. 

Diastereoisomere : deux isomeres optiques d'une molecule possedant plusieurs atomes de carbone asy- 
metriques sont des diastereoisomeres s'ils ne sont ni superposables, ni images I'un de I'autre dans 
un miroir. 

Un atome de carbone tetraedrique portant quatre substituants differents a, b, c et d, donne lieu a 
deux enantiomeres. En effet, ces deux composes ne peuvent se superposer, que si deux au moins des 
substituants sont identiques. C'est pourquoi il est habituellement appele « carbone asymetrique ». C'est 
lui qui confere a la molecule son pouvoir rotatoire. 


Les deux enantiomeres ont les memes proprietes physiques et chimiques et ne different que par 
leurs pouvoirs rotatoires qui sont opposes. Si une molecule possede un pouvoir rotatoire dextrogyre, son 
enantiomere possedera un pouvoir rotatoire de meme valeur, mais de signe levogyre. 

Lorsque deux enantiomeres sont presents dans une solution, le pouvoir rotatoire de celle-ci est la 
somme des pouvoirs rotatoires des especes presentes. Si les deux enantiomeres sont presents en quantite 
egale, la rotation de I'un des composes sera annulee par I'autre et aucune activite optique ne sera obser- 
vee. De tels melanges sont appeles melanges racemiques. La structure cristalline du melange racemique 
lui confere des proprietes physiques differentes. 
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e. Projection de Fischer 

En chimie, particulierement en chimie organique et en biochimie (notamment pour I'etude des 
sucres), la projection de Fischer est une representation plane d'une molecule organique tridimension- 
nelle, decrivant de maniere exacte sa stereochimie. Toutes les liaisons chimiques sont representees 
comme des lignes horizontales ou verticales. La chaine carbonee principale se situe sur la ligne ver- 
ticale. L'orientation de la chaine carbonee est telle que le carbone le plus oxyde est place dans la moitie 
superieure. Dans une projection de Fischer, les liaisons representees sur la ligne horizontale sortentdans 
la realite vers I'avant (hors de la feuille, vers vous). C'est pour cette raison qu'une projection de Fischer 
ne peut etre tournee dans le plan de la page : alors l'orientation des liaisons les unes relativement aux 
autres peut changer, convertissant ainsi la molecule en son enantiomere [32]. 




B 

Figure 2.5 - Principe de la projection de Fischer. 
Wikipedia, Creative Commons CC BY-SA 3.0 


Les projections de Fischer sont le plus souvent utilisees en biochimie pour representer les mono- 
saccharides, mais el les peuvent aussi etre utilisees pour les acides amines ou pour d'autres molecules 
organiques. 


Convention de Fischer 


En etudiant le glyceraldehyde, Fischer introduit la convention de designer les deux isomeres optiques 
( + ) et (-) de la glyceraldehyde respectivement par D-glyceraldehyde et L-glyceraldehyde. II fit I'hypothese 
que les configurations de ces molecules etaient celles representees sur la figure ci-dessous. II n'avait que 
50 % de chance d'avoir raison, ce n'est que bien plus tard, que de nouvelles techniques ont permis de 
demontrer que le choix arbitraire de Fischer etait correcte pour cette molecule. 


CHO 

HO C H 

CH 2 OH 


CHO 

H C OH 

CH 2 OH 


L-glyceraldehyde D-glyceraldehyde. 

Configurations designant les enantiomeres de la glyceraldehyde selon la convention de Fischer. 
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2.1.3 Proprietes physiques 
A. Pouvoir rotatoire 

Les atomes de C a de tous les acides amines, a I'exception de la glycine, sont des carbones asyme- 
triques, ce qui confere a ces acides amines un pouvoir rotatoire. La glycine, qui a deux atomes d'hydro- 
gene sur son C a , est superposable a son image en un miroir et n'est done pas optiquement active. 


Representation selon Fischer 

Pour representer les differents stereoisomeres des a-aminoacides, on utilisera la methode de Fischer. 
On rattachera respectivement I'arrangement des groupes amino, carboxyle, Ret H autour de I'atome C a 
a celui des groupes hydroxyle, aldehyde, CH 2 OH et H de la glyceraldehyde. Un a-aminoacide qui a la 
meme configuration absolue que la L-glyceraldehyde sera dit L-ct-aminoacide ou appartenant a la serie 
L. De la meme maniere, un a-aminoacide qui a la meme configuration absolue que la D-glyceraldehyde 
sera dit D-a-aminoacide ou appartenant a la serie D. 


© 

un- 


coo 


© 



coo 0 

I © 

H C NH, 

| a 3 

R 


L-cc-aminoacide. D-cx-aminoacide. 

Configurations des L-a-aminoacide et des D-a-aminoacide selon la convention de Fischer. 


A I'exception de la glycine qui ne contient pas de carbone asymetrique tous les acides amines des 
proteines appartiennent a la serie L. 

La fagon de savoir si on a affaire a une forme L ou D dans la structure d'un acide amine est de le 
regarder le long de I'axe du lien qui lie son hydrogene au carbone a. Dans la forme L, I'agencement 
des autres groupements sur le carbone central sera le suivant dans le sens des aiguilles d'une montre : 

COOH, R, NH 3 ou CORN. 


Remarque : La serie D ou L de Fischer ne prejuge en rien du caractere dextrogyre ( + ) ou levogyre 
(-) de la molecule : un aminoacide de la serie L peut etre levogyre ou dextrogyre. 

Notons que la threonine et I'isoleucine ont deux carbones asymetriques. Leur enantiomere (L) existera 
sous deux formes. On affecte le prefixe « alio » a celui que I'on ne trouve pas dans les proteines. La L- 
threonine et la D-allo-threonine sont des diastereoisomeres. 


COO 0 


COO 0 

COO 0 

COO® 

© 1 

© 


1 © 

1 © 

NH— C— H 

nh 3 

-C— H 

H— C_NH 3 

H— NH 3 

H C OH 

HO 

C H 

HO C H 

H C OH 

ch 3 


ch 3 

ch 3 

ch 3 

L-threonine 

L-allo-threonine 

D-threonine 

D-allo-threonine 


Configurations des stereoisomeres de la threonine. 


B. Spectre d'absorbtion 


La mesure de la quantite de lumiere absorbee par une molecule s'appelle la spectrophotometrie. 

Les aminoacides n'absorbent pas la lumiere visible (400 a 750 nm), leurs solutions sont incolores. 
Les trois acides amines aromatiques (Try, Phe et Tyr) absorbent dans I'ultraviolet au voisinage de 280 nm. 
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Comme toutes les proteines possedent des residus aminoacyles aromatiques, cette propriety d'ab- 
sorption a 280 nm sert a doser ces proteines lorsqu'elles sont en solution dans I'eau et qu'il n'existe pas 
d'autres molecules absorbant la lumiere UV a cette longueur d'onde (acides nucleiques par exemple). 

c. Solubilite 

En general, les acides amines sont solubles dans I'eau, cependant, la solubilite varie en fonction de 
la nature du radical -R. La solubilite dans les solvants organiques est en general faible, mais la aussi el le 
varie en fonction de -R. 

Ces differences de solubilite permettent la separation et I'identification des acides amines. 

2.1.4 Proprietes chimiques 
A. Proprietes acido-basiques 

Lorsque I'acide amine est libre, il a au moins deux groupements fonctionnels sur le meme carbone a 
et pour certains un troisieme sur la chaTne laterale. L'un des deux groupements est un acide (carboxyl ique) 
et I 'autre est une base (amine). 

Nous allons etudier les equilibres des diverses formes qu'on peut trouver en solution aqueuse pour 
un aminoacide et les courbes de titrage. 


a. Aminoacide a chaTne laterale ne comportant pas de groupe ionisable 

Les pK des groupes a-COOH et a-amine sont tres differents : de I'ordre de 2 pour la fonction car- 
boxylique et de I'ordre de 9 pour la fonction amine. De ce fait, on peut etudier chacun des equilibres 
separement. Les equilibres successifs de dissociation sont caracterises par les constantes individuelles de 
dissociation de chaque groupe. 


COOH 



pK 


a-COOH 


COO® 




LlGURE 2.6 - Dissociation des fonctions a-COOH et a-amine d'un acide amine. 


La forme ionique intermediate est un zwitterion ou ion dipolaire. 

Les acides amines sont une espece amphotere pu isqu'i Is ont les proprietes d'une base pour la pre- 
miere reaction de dissociation et les proprietes d'un acide pour la deuxieme reaction de dissociation. 

Le pH ou existe le zwitterion comme forme majoritaire et ou la concentration de AA + est egale a la 
concentration de AA~ est par definition le point isoelectrique ou point isoionique pH, de I'acide amine. 
Determinons la valeur du pH, : 


K\ 

K 2 


[A~ 


[A°\[H+] 

[A+] 

[A~][H+] 

[A°] 

[A+] 


D'ou [ H + ] 2 = K i K 2 ou encore : 

pK\ + pK 2 

PH, = j 

- L'effet tampon des acides amines est maximal quand le pH ambiant est pres des deux pK a de la 
molecule. 

- Pour un pH < pHi, I'aminoacide a une charge totale nette moyenne positive. 
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Figure 2.7 - Titration d'un aminoacide a chaTne laterale ne comportant pas de groupe ionisable. 


- Pour un pH > pHi, I'aminoacide a une charge totale nette moyenne negative. 

- A I'exception de I'histidine, aucun aminoacide ne possede de zone tampon dans la zone du pH 
physiologique (6-8). 


b. Aminoacides a chaTne laterale comportant une fonction acide 

Ces aminoacides portent une fonction carboxylique sur leur chaTne laterale. Le phenomene d'ionisa- 
tion et les equilibres successifs sont represents sur la figure 2.8. Le pK du COOFH de la chaTne laterale 
est plus eleve que le pK du a-COOFH et plus faible que le pK de I'a-amine. 


HOOC ■ 


COOH 
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Figure 2.8 - Dissociation des fonctions d'un acide amine a chaTne laterale comportant une fonction 
acide. 


On a done : 


pH i 


pK i + pI<-2 
2 



Figure 2.9 - Dissociation de la fonction hydroxyle de tyrosine. 

Le groupement thiol de la cysteine et le groupement phenol de la tyrosine sont faiblement acides. 
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Pour la tyrosine, le deuxieme equilibre ne concerne pas la deuxieme fonction acide mais la fonction 
a-aminee, le pH \ sera la moyenne des pK a-COOFH et a-amine. 

c. Aminoacides a chame laterale comportant une fonction base 

Ces aminoacides portent une amine sur leur chame laterale. Le phenomene d'ionisation et les equi- 
libres successifs sont represents sur la figure 2.10. 

A I'exception de I'histidine, le pK de la fonction a-amine est plus faible que celui de la fonction 
R-amine. 


© © © 
COOH COO COO coo 



Figure 2.10 - Dissociation des fonctions d'un acide amine a chame laterale comportant une fonction 
acide. 

On a done : 


pH t 


pK i + pK 2 
2 



© 


® S 



$ 



Figure 2.12 - Dissociation de la fonction imidazole de I'histidine. 


B. Proprietes de la fonction a-carboxyle 

Formation de sels : la formation de sels se fait generalement avec la soude (NaOH) ou la potasse (KOH). 

H 

H 2 N C COOH + NaOH 

R 

Figure 2.13 - Reaction d'un acide gras avec une base forte. 

Esterification : I'esterification se fait grace a un alcool. On utilise souvent I'alcool n-butylique (Butan-1- 
ol) et on obtient des ester n-butyliques. Cette propriety est utilisee lors de I'analyse par chroma- 
tographie en phase gazeuse car ces esters sont volatils. Selon I'ester obtenu, on pourra connaTtre 
I'acide amine present dans le melange. 


H 

I © © 

H 2 N C COO Na 
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+ H 2 0 
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Decarboxylation : cette reaction est presente dans les organismes vivants pour produire a partir des 
aminoacides des amines qui peuventetre des precurseurs d'autres molecules, et ce, par des decar- 
boxylases. El le peut se faire chimiquement en utilisant I'hydroxyde de baryum Ba(OH) 2 

H 

H 2 N C COOH ► R CH— NH 2 + C0 2 

R 

Figure 2.14- Reaction de decarboxylation. 

Cette methode permet le dosage de certains acides amines par mesure du C0 2 degage. Les decar- 
boxylases bacteriennes attaquent les acides amines basiques et liberent divers substances, notam- 
ment les cadaverines de la putrefaction. 

Quelques produits de decarboxylation d'aminoacides : 

Ethanolamine : produit de la decarboxylation de la serine, I'ethanolamine est le precurseur de la 
choline des phospholipides. 

Histamine : produit de la decarboxylation de I'histidine, I'histamine est un vasodilatateur interve- 
nant dans les reactions d'allergie ou d'inflammation. 

Tyramine : produit de la decarboxylation de la tyrosine, la tyramine est un vasoconstricteur et 
hypertenseur. 

Formation d'un alcool amine : el le se fait par reduction de la fonction carboxylique en utilisant le boro- 
hydrure de sodium NaBELi ou le borohydrure de lithium LiBH 4 , el le aboutit a la formation d'un 
alcool a-amine. 

H H 

! Li BH4 I 

H 2 N C COOH ► H 2 N C CH 2 — OH 

R R 

Figure 2.15 - Reaction de reduction. 

Formation d'amide : cette formation est a la base de la liaison peptidique. 

H HO 

COOH + H 2 N R' ► H 2 N C C NH — R' + H 2 0 

R 

Figure 2.1 6 - Reaction de formation d'un amide. 



C. Proprietes de la fonction a-amine 

N-acylation : une acylation est une reaction au cours de laquelle un groupement acyle est ajoute a une 
molecule, ce groupement etant transfere depuis un agent acylant. Les halogenures d'acyle et les 
anhydrides sont tres utilises comme agents acylants. 
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Desamination : le depart de la fonction amine s'appelle desamination. II peut se faire in vitro,ou in vivo. 
In vitro, on emploie par exemple I'acide nitreux NO2H. 

H H 

HOOC C NH 2 + HN0 2 ► HOOC C OH + N 2 + H 2 0 

R R 

Figure 2.21 - Reaction de desamination. 

Reactions avec les aldehydes : les fonctions cr-amines des aminoacides reagissent reversiblement avec 
les aldehydes pour donner des bases de Schiff qui sont relativement labiles. Ces bases de Schiff 
apparaissent tres souvent comme intermediates dans des reactions enzymatiques impliquant les 
aminoacides comme substrat. La proline qui contient une fonction amine secondaire ne reagit pas 
avec les aldehydes. 

COOH 

R C NH 2 

H 

Figure 2.22 - Reaction d'un aldehyde avec un aminoacide. 
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D. Proprietes dues a la proximite des fonctions carboxyliques et aminees 

Reaction a la ninhydrine : la reaction avec la ninhydrine est I'une des plus connue et utilisee, el le aboutit 
a un produit violet pour les amines primaires et a un autre derive de couleur jaune pour les amines 
secondaires. L'acide amine est completement degrade par une reaction de desamination et de 
decarboxylation. 

1 1 est a noter que la coloration n'est pas specifique des acides amines. Elle se produit avec d'autres 
composes ayant des groupements aminos libres : glucosamine, peptides et proteines. 


o 



Figure 2.23 - Structure de la ninhydrine. 

La ninhydrine permet de reveler des empreintes digitales sur des surfaces poreuses (papiers et 
cartons) grace a la reaction avec les acides amines contenus dans I'empreinte. 

E. Proprietes dues a la chaTne laterale 

Groupements carboxyliques et amines : les groupements carboxyliques lateraux de I'acide aspartique 
et I'acide glutamique et les groupements amines de la lysine ont la meme reactivite chimique que 
celle des groupements portes par le carbone central. 

Groupement guanidyle : le groupement guanidyle de I'arginine a une faible reactivite car il est stablise 
par resonance (ou mesomerie, voir cours de chimie). 
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Figure 2.24 - Formes limites de la fonction guanidinium. 


Groupement imidazole : le groupement imidazole de I'histidine permet a certains residus d'histidine 
presents dans les sites actifs d'enzymes d'intervenir dans des reactions de transfert de proton. 

Groupement phenol : le groupement phenol de la tyrosine peut etre halogene, donnant respectivement 
la monoiodotyrosine et la diiodotyrosine qui sont des precurseurs d'hormones thyroidiennes. 




Figure 2.25 - lodation de la tyrosine. 


Groupement hydroxyle : les fonctions alcool de la serine et de la threonine, ainsi que la fonction phenol 
de la tyrosine, peuvent etre esterifiees, en particulier par I'acide phosphorique. 

Groupement thiol : ce groupement de la cysteine est tres reactif, son oxydation en presence de O 2 
permet la formation des ponts disulfures que I 'on trouve dans les proteines (pont intra-chafne ou 
entre chafnes polypeptidiques). Cette reaction est catalysee par la presence de metaux. 



Cysteine 



Figure 2.26 - Formation d'un pont disulfure. 

Les ponts disulfures peuvent etre rompus par des reducteurs, les plus utilises sont : 

- le /3-mercaptoethanol ; 

- le DTT (dithiothreitol) ; 

- I'acide performique (irreversible). 
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2.2 Les peptides 

Les peptides sont des composes formes par union d'un certain nombre d'acides amines de fagon 
sequentielle, la fonction carboxylique de I'un ayant reagi avec la fonction amine du suivant. Les acides 
amines presents dans le peptide ont ainsi perdu le H de leur NH 2 et le OH de leur COOH : on dit qu'il 
s'agit de « restes » ou « residus » d'acides amines. 

La liaison -CO-NH- entre les residus successifs d'acides amines, est une variete particuliere de liaison 
amide. On I'appelle liaison peptidique. L'acide amine qui a garde son -NH 2 intact a une extremite est 
appele acide amine N-terminal. Celui qui a garde son -COOH a I'autre bout est appele C-terminal. 


Pour decrire la succession des residus d'acides amines dans le peptide, on parle d'enchamement ou 
chaine d'acides amines du peptide, ou encore de sequence de residus d'acide. Cette sequence n'est pas 
livree au hasard : un peptide donne, ayant un role biologique precis a toujours la meme sequence. C'est 
ce qui definit sa reactivite biologique. 

Quand il y a deux residus d'acides amines, il s'agit d'un dipeptide, quand il y a en 3, c'est un 
tripeptide. On parle aussi d 'oligopeptide pour un nombre de residus allant de 2 a 9 et de polypeptide 
pour un nombre superieur. Au dela de 100 residus, ce n'est plus un polypeptide mais une proteine. 
La limite entre les deux groupes est fixee arbitrairement a une masse moleculaire moyenne de 10 000. 
Comme la masse moleculaire moyenne d'un residu d'acide amine est de 100, un peptide d'une masse 
moleculaire de 10 000 contient a peu pres 100 residus [33]. 

2.2.1 Conventions, nomenclature et structure 

Pour nommer un peptide, on commence toujours par indiquer le residu d'acide amine N-terminal et 
on finit par l'acide amine C-terminal. On utilise le suffixe « yl » pour designer tous les residus d'acides 
amines sauf le C-terminal auquel on donne son nom habituel. En termes de chimie organique, on consi- 
dere que chaque residu substitue la fonction amine du residu qui le suit et que I'ensemble substitue le 
residu C-terminal. 

Pour ecrire la formule d'un peptide, on met toujours a gauche l'acide amine N-terminal et a droite 
celui qui est C-terminal. Si on ecrit la formule developpee, on peut dessiner une sorte de dent de scie 
qui tient approximativement compte de la disposition des carbones et azotes selon les angles de valence 

(figure 2.27). 


h 2 n 




COOH 


Figure 2.27 - Epine dorsale peptidique. 

Remarquer les valences libres. 

II suffit ensuite de placer sur les CH qui conservent une valence libre les chalnes laterales des residus 
d'acides amines dans I'ordre de leur sequence (figure 2.28) [33]. 

2.2.2 Origine des peptides 

La plupart des peptides sont formes comme les proteines par la synthese proteique. Parfois, ils pro- 
viennent d'une proteine precurseur de grande taille qui est ensuite partiellement hydrolysee. Certains 
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ch 3 ch 2 sh 

ch nh .co ch 

h 2 ist ^ccr ^ci-t ^cooh 

ch 2 oh 

Figure 2.28 - Peptide alanyl-seryl-cysteine. 


peptides de petites taille se forment par reaction directe entre acides amines grace a des enzymes spe- 
cials. Enfin, certains peptides se forment de fagon transitoire pendant la digestion des proteines par des 
enzymes appelees proteases [34]. 

2.2.3 Proprietes des peptides 
A. Proprietes biologiques 

Certains peptides ont des proprietes protectrices, des proprietes hormonales, parfois, des activites 
antibiotiques [34]. 

Glutathion Le glutathion est le 7 -glutamyl-cysteinyl-glycine. C'est un tripeptide irregulier puisque le 
residu glutamyl est fixe par le carboxyle 7 et non a. II est necessaire au maintien en bon etat de la 
membrane des globules rouges au cours du phenomene de transport respiratoire de I'oxygene. 

CH 2 — SH 

COOH CH CH 2 — CH 2 — CO — NH CH— CO — NH CH 2 — COOH 

NH 2 


Figure 2.29 - Structure chimique du glutathion. 


B. Proprietes physiques 

Solubilite : les peptides sont d'autant plus solubles dans I'eau qu'il sont plus petits et contiennent d'avan- 
tage d'acides amines hydrophiles. 

Absorption de la lumiere : les peptides absorbent la lumiere dans I'ultraviolet a longueur d'onde de 280 
nm s'ils contiennent un acide amine aromatique. 

c. Proprietes chimiques 

Proprietes de la liaison peptidique : les electrons n du groupe carbonyle et le doublet electronique libre 
de I 'azote sont tres proches. La resonance (mesomerie) de ces electrons donne au groupe pepti- 
dique des structures intermediates entre deux formes mesomeres (voir la figure 2.31). 

Cette liaison est intermediate entre une simple et une double liaison qui implique les proprietes 
suivantes : 

- la structure du groupe peptidique est rigide : les 6 atomes sont coplanaires. 

- les 2 carbones C a se placent de part et d'autre du pont C-N dans la configuration trans la plus 
favorable thermodynamiquement. 

- la liaison C-N ne subit pas de libre rotation. 

- la fonction -NH- ne s'ionise pas. 

- les atomes d'oxygene et d'hydrogene d'une liaison peptidique sont d'excellents accepteurs et 
donneurs de liaisons hydrogene. 
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Figure 2.30 - Longueurs et angles de la liaison peptidique. 
Wikipedia, CC BY-SA 3.0 
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Figure 2.31 - Formes limites de la liaison peptidique. 




Proprietes acido-basiques : le comportement acido-basique du peptide est du aux fonctions -NH 2 et 
-COOH terminales et aux fonctions ionisables apportees par la chame laterale. 

Proprietes des chames laterales des residus d'acides amines : 

Phosphorylation : si un peptide contient un residu de serine, de threonine ou de tyrosine, la fonc- 
tion alcool ou phenol de ces residus peutetre esterifiee par un phosphate ou meme un sulfate. 

Formation de ponts disulfures : si le peptide contient un residu de cysteine, il peut reagir avec lui 
meme ou un autre peptide contenant de la cysteine par oxydation, c'est-a-dire formation d'un 
pont disulfure. 

Reaction xanthoproteique : si le peptide contient un residu de tyrosine, il peut reagir avec I'acide 
nitrique en donnant une coloration jaune. 

Reaction a la ninhydrine : on se souvient de la reaction a la ninhydrine caracteristique des acides ami- 
nes. Les plus petits peptides, dipeptide ou tripeptide donnent la meme reaction (coloration violette). 
Par contre, quand ils contiennent plus de quatre residus d'acides amines, les peptides ne reagissent 
plus avec la ninhydrine. 

Reaction de biuret : cette reaction, a ['inverse de la reaction precedente, n'a lieu qu'avec les peptides 
comportant plus de 4 residus (et done au moins deux liaisons peptidiques). Les peptides forment 
des complexes de coordination avec I'ion Cu 2+ . Chaque ion Cu 2+ se lie a la chame polypeptidique 
par 4 covalences de coordination fournies par des doublets libres des atomes d'azote. Ce complexe 
est de couleur rose. Comme on opere en presence d'un exces de solution cuivrique (CuSO/i) qui est 
de couleur bleu, celle-ci se superpose a la couleur rose de sorte que la resultante est une couleur 
violacee. 
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2.3 Les proteines 

Les proteines sont des macromolecules biologiques constitutes par des sequences d'acides amines 
reunis par des liaisons peptidiques et pourvues d'une structure tridimensionnelle complexe. 

Les fonctions biologiques des proteines sont particulierement importantes : certaines d'entre el les, 
les enzymes servent de catalyseurs pour les reactions chimiques du metabolisme, d'autres sont des trans- 
porters de molecules. D'autres encore ont un role de soutien, de structure, de reconnaissance, etc [35]. 

Cette multiplicite de fonctions des proteines est rendu possible par leur tres grande variete structurale. 
La structure des proteines etant assez complexe, on distingue - pour en faciliter I'etude - plusieurs degres 
d'organisation structurale, chacun dependant du precedent. 

2.3.1 Structure primaire des proteines 

La structure primaire, encore appelee sequence proteique, equivaut a I'ordre d'enchamement des 
acides amines les uns aux autres. 

A. Determination de la composition d'une proteine en acides amines 

II est parfois utile d'analyser les proportions des divers types d'acides amines presents dans une 
proteine, car el les peuvent refleter son comportement biologique. Cela ce fait en trois temps : 

1 . hydrolyser une quantite donnee de la proteine ; 

2. separer et identifier les acides amines resultant de I'hydrolyse; 

3. analyser la quantite de chaque acide amine. 

a. Hydrolyse des liaisons peptidiques 

La liaison peptidique est tres stable, son hydrolyse spontanee est quasiment nulle ; mais el le peut etre 
hydrolysee par voie chimique ou enzymatique. 

Hydrolyse acide : I'action de I'acide chlorhydrique (HCI) 6M sur un peptide, a ebullition pendant 10 
a 24 heures, aboutit a un hydrolysat contenant les aminoacides avec toutefois les restrictions sui- 
vantes : 

- I'aminoacide acide tryptophane est entitlement detruit; 

- les amides (Asn, Gin) sont hydrolysees en ammoniac et acides correspondants (Asp, Glu) ; 

- certains aminoacides (Tyr, Ser, Thr) peuvent etre partiellement detruits (un temps d'hydrolyse 
plus faible permet de resoudre le probleme). 

Hydrolyse alcaline : el le se faiten utilisant de I'hydroxyde de sodium (NaOH) a 4 mol/L a chaud (1 10°C) 
pendant 4 a 8h environ. L'hydrolyse totale alcaline detruit la serine, la threonine, la cysteine. 

Hydrolyse enzymatique : I'hydrolyse des liaisons peptidiques peut etre realisee par des enzymes : les 
peptidases (ou proteases ou enzymes proteolytiques). Cette hydrolyse est lente et rarement com- 
plete. 

L'hydrolyse totale acide detruisant moins d'acides amines, el le est en consequence la methode d'hy- 
drolyse la plus utilisee. Mais puisque des conditions optimales pour cette hydrolyse sont parfois difficiles 
a etablir, la reaction est effectuee plusieurs fois dans des conditions differentes et la composition des 
acides amines est deduite a partir des differentes experiences d'hydrolyse. 

b. Separation et identification des acides amines 

Plusieurs technique de separation et d'identification de substances sont utilisees en biochimie : I'elec- 
trophorese, la chromatograph ie, etc. Elies sont traitees dans le chapitre A. 3 en annexe. 

c. Analyse quantitative 
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Dosage colorimetrique Un dosage colorimetrique est possible lorsque qu'une reaction chimique 
donne des produits colores et si I'intensite de la coloration est proportionnelle a la concentration de 
I'element a doser. La mesure de I'absorbance de la solution est donnee par un spectrophotometre qui 
mesure la densite optique. Plus une solution est coloree, plus la lumiere a du mal a traverser, done plus 
I'absorbance de la solution augmente. 

Dosage des acides amines Nous avons vu auparavant que les acides amines reagissent avec la 
ninhydrine et que cela aboutit a un produit violet pour les amines primaires et a un autre derive de 
couleur jaune pour les amines secondaires (la proline). L'intensite de cette coloration est a la base du 
dosage des acides amines par colorometrie en mesurant I'absorbance a 570nm. On obtient finalement 
une estimation du pourcentage de chaque acide amine contenu dans la chaine. 

B. Determination de la sequence 

Le sequengage des proteines est destine a connaitre le nombre, la nature chimique et I'ordre de tous 
les residus d'acides amines. 

On commence par etablir la nature de I'acide amine N-terminal et eventuellement de I'acide amine 
C-terminal. S'il existe un seul acide amine dans les deux cas, il s'agit d'une proteine ayant une chaine 
polypeptidique unique. Dans certains cas, on a affaire a une proteine ayant plus d'une seule chaine 
polypeptidique. Lorsque e'est le cas, el les sont souvent unies par des liaisons non-covalentes (liaisons 
H, forces de Van der Waals, liaisons hydrophobes). On peut done les separer en utilisant des solutions 
d'uree ou de SDS. Les charnes polypeptidiques sont egalement reunies par des liaisons covalentes, en 
particulier des ponts disulfure. II faut reduire ces ponts (y compris les ponts intramoleculaires) par un 
agent reducteur comme le 2-mercaptoethanol. 

Ensuite, il faut isoler chaque chaine en utilisant une methode adequate. On peut alors determiner sa 
sequence en acides amines [36]. 

a. Determination de I'extremite N-terminale 

Methode de Sanger : la 1 re methode utilise la reaction de Sanger (cf. arylation). Les fonctions 2-amine 
des acides amines et peptides reagissent avec le 2,4-dinitrofluorobenzene pour former des derives 
jaunes, les 2,4-dinitrophenyl-peptides. Lorsque ces composes sont soumis a une hydrolyse acide, 
toutes les liaisons peptidiques sont hydrolysees, mais la liaison entre la fonction 2,4-dinitrophenyl 
et la fonction amine de I'acide amine N-terminal reste stable. On pourra par la suite identifier cet 
acide amine, par chromatographie par exemple. 

Utilisation du chlorure de dansyle : la 2 e methode utilise le chlorure de dansyle (cf. N-acylation), qui, 
combine a une hydrolyse totale acide forme un Dansyl-aminoacidel (DNS-aal) et un hydrolysat. 

Methode d'EDMAN : une 3 e methode est celle d'EDMAN, dans laquelle le phenyl isothiocyanate (PITC) 
reagit avec la fonction amine N-terminale pour donner un complexe qui, apres action d'un acide 
dans des conditions douces libere une phenylthiohydantoi'ne et le peptide restant intact (cf. carba- 
mylation). 

b. Determination de I'extremite C-terminale 

Hydrazinolyse : I'hydrazine permet de rompre toutes les liaisons peptidiques. Les acides amines sont 
transformes en hydrazines aminoacyles, a I'exception de I'acide amine C-terminal qui reste libre et 
qui pourra etre separe et identifie. 

Methode enzymatique : il existe des enzymes capables de couper le premier ou le dernier acide amine 
de la chaine polypeptidique, on les appelle des exopeptidases. Les carboxypeptidases clivent la 
liaison peptidique situee juste avant le dernier acide amine. II en existe plusieurs types : 

La carboxypeptidase A : clive I'acide amine C-terminal lorsque celui-ci est aromatique ou alipha- 
tique; 
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FDNB (reactif de Sanger) 



B 


h 3 o + 



DNP aminoacide 
Couleur jaune 




Figure 2.32 - Determination de l'extremite N-terminale avec la methode de Sanger. 



Dansyle aminoacide 

Figure 2.33 - Determination de l'extremite N-terminale avec le chlorure de dansyle. 
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phenylisothicyanate 
PTC (reactif d'Edman) 
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S^OFT 





phenylthiohydantofne (PTH) 


+ 


R 2 O 



Peptide initiale moins 
le residu N-terminal 


Figure 2.34 - Determination de I'extremite N-terminale avec la methode d'EDMAN. 




Hydrazine aminoacyle 


Acide amine 
C-terminal libre 


Figure 2.35 - Determination de I'extremite C-terminale grace a I'hydrazynolyse. 
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La carboxypeptidase B : dive I'acide amine C-terminal lorsque celui-ci est basique (Arginine ou 
Lysine) ; 


c. Determination de la sequence : la degradation recurrente d'EDMAN 

Les deux premieres methodes de determination de I'extremite N-terminale utilisent une hydrolyse 
totale acide, le reste de la chaine peptidique voit done ses acides amines dives. Le grand avantage de 
la methode d'EDMAN est que la chaine peptidique reste intacte et peut etre recuperee et soumise a 
nouveau au traitement avec le PITC. A chaque cycle, on aura la liberation de I'acide amine suivant dans 
la sequence du peptide original. 

Cependant, les chaines polypeptiques sont souvent trap longues pour etre directement sequencees, 
car cette methode permet de fournir la sequence de peptides comportant au maximum 50 residus 
d'acides amines. Le probleme consiste done a morceler la chaine polypeptidique en petits fragments 
peptidiques par des reactions specifiques puis de sequencer chaque fragment et mettre bout a bout les 
peptides afin de reconstituer I'ensemble de la sequence [37]. 

d. Fragmentation de la chaine polypeptidique 

Hydrolyse chimique specifique : le bromure de cyanogene (BrCN) hydrolyse la liaison peptidique du 
cote carboxyle de la methionine. 



Figure 2.36 - Clivage d'une liaison peptidique par le brumure de cyanogene. 


Hydrolyse enzymatique specifique : les endopeptidases hydrolysent des liaisons peptidiques internes 
entre deux aminoacides i, ( i + 1). Elies peuvent peut etre specifique du residu en position i ou 

(* + !)• 


Enzyme 

Residu i 

Residu (i + 1) 

Trypsine 

Arg, Lys 


Chymotrypsine 

Phe, Tyr, Trp 


Thermolysine 


Leu, lie, Val 2 . 


2.3.2 Structure secondaire des proteines 

La structure secondaire caracterise le premier degre de repliement de la chaine polypeptidique. El le 
decrit le repliement local de la chaine principale d'une proteine du a des interactions entre les residus 
d'acides amines, par l'intermediaire de liaisons hydrogenes. 

L'existence de structures secondaires vient du fait que les repliements energetiquement favorables 
de la chaine peptidique sont limites et que seules certaines conformations sont possibles. Les structures 
secondaires les plus courantes sont les helices a et les feuillets f3. 


A. Helice a 

L'helice a est une structure periodique tres frequente dans le repliement des proteines et des pep- 
tides. Elle se caracterise par la formation de liaisons hydrogenes paralleles a I'axe de l'helice, entre le 

2. Differentes sources (wikipedia anglaise, le polycopie de Biochimie Licence STE, polycopie de KESSOUS etc.) indiquent 
des acides amines differents quand a I'action de la thermolysine. Face a cette confusion il a ete choisi de garder ceux indiques 
sur le polycopie de Kessous. 
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groupement carbonyle -CO d'un residu i et le groupement amide -NH d'un residu (i + 4). Les radicaux 
des residus sont a I'exterieur de I'helice, ce qui minimise les encombrements steriques. 

Cette structure a ete predite et baptisee helice alpha par Linus Pauling et ses collaborateurs en 1 951 
sur des considerations theoriques, avant que cela ne soit confirme quelques annees plus tard par la 
biologie structurale. 

Un tour d'helice correspond a 3,6 residus (d'acides amines). Les helices comprennent au minimum 
5 residus et au maximum 40 residus. 

Certains acides amines exercent une influence sur la stability de la structure helicofdale. La leucine, 
le tryptophane et la phenylalanine stabilisent I'helice grace a des interactions hydrophobes. En revanche, 
la valine, Yisoleucine, la tyrosine et des residus diacides et dibasiques voisins la destabilisent. La pre- 
sence de proline dans une chafne polypeptidique entrafne souvent I'interruption de la structure en helice 
alpha [38]. 


B. Feuillet (3 

Les liaisons hydrogene des atomes d'oxygene -CO et d'hydrogene -NH d'une liaison peptidique se 
repetent non plus sur une portion continue de la chafne peptidique mais entre des segments differents 
qui peuvent appartenir a la meme chafne ou a des chafnes differentes. 

Cette structure est une structure a plat, etiree et etalee : feuillet /3 plisse. Le sens peptidique des deux 
brins adjacents peut etre identique ou contraire, les feuillets sont respectivement dits paralleles ou anti- 
paralleles. Ces derniers sont plus stables, les liaisons H subissant de plus faibles distorsions. Les chafnes 
laterales des residus se distribuent alternativement de part et d'autre du plan moyen [39]. 


H H O H 



H O H H 0 

0 H H 0 H 



H 0 H H 

Feuillet beta antiparallele 


h h o H 

I I II I 

H O H H 0 

\ / \ 


H H 0 H H 



H O H H 0 

Feuillet beta parallele 


Figure 2.37 - Structures en feuillets /3. 


2.3.3 Structure tertiaire des proteines 

L'arrangement spatial des structures secondaires locales aboutit a une forme globale specifique de la 
proteine maintenue par des interactions qui peuvent etre de nature differente : 

- interactions covalentes (ponts disulfures entre cysteines) ; 

- interactions electrostatiques (liaisons ioniques, liaisons hydrogenes); 

- interactions de Van Der Waals; 

- interactions avec le solvant : dans I'eau, les chafnes laterales polaires pourront etre exposees au 
solvant, alors que les chafnes laterales apolaires auront tendance a « s'enfouir » dans des poches 
hydrophobes de la proteine. 

La structure tertiaire d'une proteine est le parametre fondamental dont depend I 'expression de ses 
fonctions biologiques qu'elles soient structurales ou dynamiques (proteines des membranes ou du cytos- 
quelette, recepteurs, enzymes, etc). Cette structure est tres dependante des interactions que nous venons 
de decrire. Ces interactions subissent ('influence du milieu dans lequel el les se trouvent (solvant, tempe- 
rature, pH, force ionique, agents detruisant ces interactions, etc). 
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La conformation native de la proteine est la structure tertiaire qui correspond a celle qui exprime 
sa fonction biologique dans les conditions physiologiques. Un traitement detruisant cette structure qui a 
pour consequence de supprimer sa fonction est appele denaturation : el le aboutit a un etat plus desorga- 
nise de la molecule [40]. 

Avant de nous arreter, citons les deux grands types de structure des proteines : 

A. Proteines fibreuses 

Les proteines fibreuses ou scleroproteines sont de longues molecules de proteines en forme de fi- 
laments qui ferment I'une des deux principales classes de proteines (I'autre etant celle des proteines 
globulai res). Les proteines fibreuses sont trouvees dans les tissus et les elements de structure comme les 
muscles, les os, la peau, les composants ou les membranes cel I ulai res. Elies accomplissent des taches 
structurelles et se composent d'unites aux structures secondaires simples et repetitives (helice alpha et 
feuillet beta). Le collagene et la keratine sont des proteines fibreuses presentant une conformation en 
helice alpha, la fibroine de soie a une conformation en feuillet plisse beta [41]. 

B. Proteines globulaires 

Les proteines globulaires jouent un role essentiel dans le metabolisme et remplissent plusieurs autres 
fonctions. Les enzymes, un groupe de proteines possedant une activite hautement specifique, constituent 
un sous-groupe essentiel des proteines globulaires. Les autres proteines globulaires sont les hormones 
(insuline par exemple), les proteines motrices (par exemple, la myosine du muscle), les proteines de 
transport (hemoglobine), les proteines de I'immunite dans le sang des animaux vertebres (par exemple, 
immunoglobuline), etc. [41]. 

2.3.4 Structure quaternaire des proteines 

Beaucoup de proteines sont constitutes par I'association de sous-unites ayant deja une structure 
tertiaire stable. L'arrangement spatial de ces sous-unites est ce qu'on appelle la structure quaternaire 
d'une proteine. 

Le principal element de stabilisation des structures quaternaires est I'interaction hydrophobe entre 
les acides amines non polaires : les parties hydrophobes des monomeres s'agglutinent de maniere a 
minimiser leur surface exposee au solvant (attraction hydrophobe). Des forces electrostatiques peuvent 
aussi stabiliser la structure ainsi que des liaisons hydrogene. On peut observer dans des rares cas des 
ponts disulfures reliant entre el les deux sous-unites, comme c'est le cas de I'insuline. 
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Dans ce chapitre 

3.1 Nature et structure des enzymes 

3.2 Classification des enzymes 

3.3 Cinetique enzymatique 

3.4 Inhibition enzymatique 

3.5 Allosterie 


Enzymologie 



L'enzymologie est la branche de la biochimie qui etudie les enzymes. 

Une enzyme (parfois utilise au masculin, I'Academie des Sciences suggere I'uti I isation du 
feminin) est une proteine specialisee dans la catalyse des reactions chimiques du metabolisme 
se deroulant dans le milieu cellulaire ou extracellulaire. Les enzymes agissent a faible concen- 
tration et el les se retrouvent intactes en fin de reaction. 

La catalyse est I'action d'une substance appelee catalyseur sur une transformation chimique 
dans le but de modifier sa vitesse de reaction, appelee aussi cinetique chimique. 

Les isoenzymes (ou isozymes) sont des enzymes presentant une sequence d'acides ami- 
nes differente d'une autre enzyme mais catalysant la meme reaction chimique. Ces enzymes 
presentent habituellement des parametres cinetiques differents ou des proprietes de regulation 
differentes. 

Une proenzyme ou zymogene est un precurseur proteique d'une enzyme, c'est-a-dire un 
compose protidique inactif, depourvu d'activite enzymatique, mais qui peut donner apres acti- 
vation une enzyme active. 
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54 Enzymologie 

3.1 Nature et structure des enzymes 

3.1.1 Constitution 

A I'exception des ribozymes qui sont des ARN possedant une fonction catalytique, les enzymes sont 

toujours des proteines et possedent done I'ensemble de leurs proprietes physico-chimiques. 

II existe deux grandes categories d'enzymes : 

Enzymes purement proteiques : ce sont des enzymes constitutes uniquement d'acides amines. 

Holoenzymes : ce sont des enzymes en deux parties, une partie proteique, I'apoenzyme et une partie 
non proteique, le cofacteur. Ces cofacteurs peuvent etre classes en deux groupes : elements metal- 
liques et pet/tes molecules organiques dites coenzymes. Coenzymes et cofacteurs peuvent se lier si 
etroitement qu'ils font effectivement partie de la proteine au point qu'ils sont appeles groupements 
prosthetiques. Le coenzyme est considere comme un veritable substrat de la reaction car il est 
modifie au cours de la reaction. 

3.1.2 Notions de specificite 

La reaction enzymatique se deroule schematiquement en deux etapes : 

1 . la fixation du substrat (S, molecule a transformer) sur I 'enzyme; 

2. la catalyse et la transformation du substrat en un compose P (le produit de la reaction) qui decoule 
directement du substrat; 


Site actif CrQ 


Su ^ trat Complexe 

/ Enzyme-Substrat 


/ 


Enzyme 




O 


* 

SU 


• Produits 


blGURE 3.1 - L'action d'un enzyme. 

Cette double action de fixation du substrat et de catalyse permet d'introduire la notion de specificite 
de reaction et de specificite de substrat. 

Specificite de substrat : la specificite de substrat correspond au fait qu'une enzyme fixe et transforme un 
substrat donne et non un autre. 

Specificite de reaction : la specificite de reaction correspond au fait qu'une enzyme catalyse une re- 
action chimique donnee et non une autre. Une enzyme peut ainsi ouvrir une voie metabolique 
en dirigeant le metabolisme d'un substrat vers une cascade de reactions, au detriment d'autres 
possibi lites metaboliques pour ce meme substrat. 


3.1.3 Site actif 

La fonction des enzymes est liee a la presence dans leur structure (secondaire et tertiaire) d'un site 
particulier appele le site actif. Schematiquement, il a la forme d'une cavite ou d'un sillon (zone hydro- 
phobe interne ) dans lequel vont se fixer les substrats grace a plusieurs liaisons chimiques faibles. Une 
fois fixes, les substrats vont reagir et se transformer en produit. 

Le site actif est subdivise en deux parties : 

Site de liaison : dit aussi site de fixation ou de reconnaissance, reconnait la complementarite de forme 
avec un substrat specifique a I'enzyme. 

Site catalytique : permet la reaction transformant le substrat en produit. 
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3.1.4 Mecanisme de la catalyse enzymatique 

Les reactifs sont les substrats de I'enzyme et comme beaucoup d'enzymes ont une activite reversible, 
les produits peuvent devenir substrats. Pour qu'une reaction chimique se fasse, il faut delivrer une cer- 
taine energie, I 'energie d'activation. Une enzyme diminue I'energie d'activation a fournir la reaction se 
retrouve done acceleree mais I'etat d'equilibre atteint n'est pas modifie, il ne depend pas de I'enzyme. 

3.2 Classification des enzymes 

Initialement, les enzymes ontete denommees par un nom trivial. Devant I'augmentation du nombre 
d'enzymes decouvertes, une commission internationale a etabli une classification des enzymes, fondee 
sur les notions de specificite de reaction et de specificite de substrat. La specificite de reaction permet 
ainsi de distinguer six classes de reactions et done six grandes classes d'enzymes denommees EC pour « 
Enzyme Classification » : 

EC 1 Oxydo-reductases : catalysent les reactions d'oxydo-reduction ; 

EC 2 Transferases : transferent un groupement fonctionnel (par exemple un groupe methyle ou phos- 
phate) ; 

EC 3 Hydrolases : catalysent I'hydrolyse de diverses liaisons; 

EC 4 Lyases : brisent diverses liaisons par d'autres precedes que I'hydrolyse et I'oxydation ; 

EC 5 Isomerases : catalysent les reactions d'isomerisation dans une simple molecule; 

EC 6 Ligases : joignent deux molecules par des liaisons covalentes; 

Dans cette classification, chaque enzyme est en fait definie par une nomenclature a quatre chiffres. 
Le premier chiffre correspond a la specificite de reaction, les deux chiffres suivants correspondent a 
la notion de specificite de substrat, le quatrieme et dernier chiffre etant fixe de fagon arbitraire par la 
commission. 

Exemple : I'enzyme tripeptide aminopeptidase a le code EC 3.4.1 1 .4. 

3.3 Cinetique enzymatique 

La cinetique enzymatique a pour objet d'identifier et de decrire les mecanismes des reactions bio- 
chimiques, catalysees par les enzymes, en etudiant leur vitesse e'est-a-dire leur evolution en fonction du 
temps. 


3.3.1 Ordre d'une reaction 

Dans le cas le plus general, la loi de vitesse caracteristique d'une reaction chimique ne peut pas 
etre etablie a priori, mais seulement a partir de ('experience. Phenomenologiquement, la vitesse peut 
s'ecrire : 

v = k[A] a [Bf[Cr... 

ou les A, B, C .. sont les reactifs et les produits intervenant dans la reaction chimique. 

Constante de vitesse : k est appelee constante de vitesse. C'est une constante pour les parametres ther- 
modynamiques : temperature, pression, concentrations initiales determinees. 

Ordres partiels de reaction : a, / 3,7 sont appeles les ordres partiels de reaction par rapport a I'espece 
chimique pour laquelle ils sont exposants. Dans le cas le plus general, ils ne sont pas egaux aux 
coefficients stoechiometriques des reactifs et des produits. 

Ordre de reaction : n = a + f3 + 7 + ..., n est appele I'ordre (global) de la reaction. 

L' etude experimentale des differentes courbes v = f([A ]) permet de determiner les ordres partiels de 
la reaction. 
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A. Reaction d'ordre zero 

Soit une reaction elemental re : 


A 


P 


Si la reaction est d'ordre zero, la vitesse de reaction ne depend pas des concentrations des produits 
intervenant dans la reaction : 


v = k 


44 ] 

dt 


D'ou en integrant : 


[A] = [A \ o - k-t 


Ou [A] 0 est la concentration de A a I'instant t = 0 La concentration des reactifs diminue lineairement en 
fonction du temps, et evidemment celle des produits augmente lineairement en fonction du temps. Une 
representation de [A] = f(t) est une droite de pente —k. 


B. Reaction du premier ordre 

La vitesse de ces reactions est proportionelle a la concentration d'un reactif. 


v = — 


d[A\ 

dt 


k-[A] 


La concentration des reactifs diminue exponentiellement en fonction du temps, et evidemment celle 
des produits augmente exponentiellement en fonction du temps. 


c. Reaction du second ordre 

La vitesse de ces reactions est proportionnelle au produit des concentrations des deux reactifs ou au 
carre de la concentration d'un seul reactif. 

La concentration des reactifs diminue hyperboliquement en fonction du temps, et evidemment celle 
des produits augmente hyperboliquement en fonction du temps. 

3.3.2 Modele de Michaelis-Menten 

L'equation de Michaelis-Menten (ou de Michaelis-Menten-Henri) permet de decrire la cinetique 
d'une reaction catalysee par une enzyme agissant sur un substrat unique pour donner un produit. El le 
relie la vitesse de la reaction a la concentration de substrat et a des parametres constants, caracteristiques 
de I'enzyme. El le est adaptee a de nombreuses enzymes, mais ne permet cependant pas de rendre 
compte de comportements complexes, comme la multiplicity des substrats ou I'existence de plusieurs 
sites actifs presentant des comportements cooperatifs ou anticooperatifs (allosterie). 

a. Equation de Michaelis-Menten 


ki l<3 

E + S , ES E + P 

I<2 l<4 

Avec k\, k 2 , k%, les constantes de vitesse des reactions. L'analyse de Michaelis-Menten se fait en 
considerant ces reactions comme des reactions d'ordre 1 et sous deux hypotheses simplificatrices : 

Hypotese de la vitesse initiale : on se place dans des conditions initiales ou il n'y a pas de produit P 
dans le test enzymatique. On analyse la vitesse initiale de la reaction, avant que le produit ait le 
temps de s'accumuler. La catalyse est alors tres deplacee dans le sens de la synthese des produits, 
la reaction inverse dont la vitesse est k 4 [E][P] est alors pratiquement inexistante, puisque [P] ~ 0. 
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Hypotese de I'etat stationnaire : on suppose que le premier equilibre dans I'equation ci-dessus, depen- 
dant des constantes cinetiques k\ et k 2 est tres rapide devant I'etape de catalyse proprement dite, 


determinee par k 3l qui est en general limitante. Ceci revient a dire qu'a tout instant on a 
Le systeme se simplifie alors de la maniere suivante : 


d[ES\ 

dt 


= 0 . 


ki k3 

E + S . ES »- E + P 

k2 


- la vitesse de formation du complexe [EE] est v = k\ ■ [E] ■ [5] ; 

- la vitesse d'elimination du complexe [ES] est v = (k 2 + k 3 ) ■ [ES ] ; 

- pendant la phase stationnaire, la concentration du complexe enzyme-substrat[EE] est constante. 
Done la vitesse de formation de ce complexe [ES] doit etre egale a celle de dissociation : 


ki • [E] • [S] = (k 2 + k 3 )- [EE] 

[E][S] _k 2 + k 3 
[EE] ki 

La constante de Michaelis 

Le rapport des constantes k\ , k 2 et k 3 est aussi une constante, cette derniere est definie 
comme la constante de Michaelis : K m . 

k 2 + k 3 

— 7 
ki 

K m a la dimension d'une concentration et s'exprime en mol ■ L~ l . 


Comme [EE] est difficile a determiner experimentalement, on cherche a s'en affranchir a I'aide d'une 
autre equation. En appelant [Et] la concentration totale en enzyme, la concentration en enzyme libre 
est egale a : 

[E] = [Et] - [EE] 

[£][S] ([.Et] - [ES])[S] 

Km[ES] = [Er][E] - [EE] [E] 


[ES](K m + [E]) = [E t ][S] 


[EE] 


[Et][S] 

Km + [E] 


V = k 3 ■ [EE] = k 3 


[Et] [E] 


Km + [E] 

La vitesse de la reaction est maximale (Vm) lorsque toute I'enzyme est sous forme de complexe 
enzyme-substrat, e'est-a-dire lorsque la concentration en complexe est egale a la concentration totale en 
enzyme [Et]. On peutecrire : 

Vm = k 3 [E T ] 


V M [S] 

1 K m + [E] 

C'est I'equation de Michaelis et Menten. 

La courbe qui traduit les variations de v en fonction de [E] selon cette equation est une branche 
d'hyperbole equilatere qui tend asymptomatiquement vers Vm (figure 3.2). 
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Vitesse de reaction 



Figure 3.2 - Representation de Michaelis montrant la vitesse en fonction la concentration du substrat. 


Analogie : lors d'une vente de billets pour un concert, s'il n'ya pas de file d'attente, le nombre de billets 
vendus par heure depend du nombre de clients. Si au contraire il y a une file d'attente en permanence, ce 

nombre depend de la capacite du vendeur a servir. 


Autre definition de la constante de Michaelis 

Quand la concentration en substrat [ S ] est egale a K m , on a : 

_ VhlKm _ Vm 
K rn “F K m 2 

La constante de Michaelis est la concentration en substrat qui fait prendre a la reaction enzymatique 
une vitesse egale a la moitie de la vitesse maximale. 

Si une enzyme a un K m faible, il suffit d'une faible concentration de substrat pour que la vitesse 
maximale soit atteinte : I'enzyme a une affinite elevee pour son substrat. Au contraire si la constante de 
Michaelis a une valeur importante, c'est que I'enzyme a une faible affinite pour son substrat. 


B. Representation de Lineweaver-Burk 

II existe plusieurs possibility de rearrangement de ['equation de Michaelis-Menten qui permettent 
de la transformer en un equation lineaire. La plus connue est la representation en double inverse selon 
Lineweaver-Burk. 


En prennant ['inverse des deux cotes de ['equation de Michaelis-Menten, nous obtenons : 

1 = Km f±\ 1 
v V M \[S}) V M 


Qui est du type y = ax + b (equation d'une droite) dans laquelle : 


1 - V 

2. a 


1 


v 


Kn 


V M 


3. 


1 



4. b 


1 

Vm 
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3.3.3 Effets du pH sur I'activite enzymatique 

La reconnaissance enzyme-substrat et I'activite catalytique qui s'ensuit sont tres dependantes du pH. 
Une enzyme possede un grand nombre de charnes laterales ionisable et parfois des groupements pros- 
thetiques intimement impiques dans son site actif. De plus, le substrat a souvent des groupes ionises, 
et I'une ou I'autre des formes ionisees peut preferentiellement etre en interaction avec I'enzyme. C'est 
pourquoi les enzymes ne sont en general actives que dans une zone de pH limitee, et la plupart ont une 
activite catalytique optimale a un pH particulier. 

3.3.4 Effets de la temperature sur I'activite enzymatique 

En conditions optimales, la temperature doit approcher en general les 37 a 38 °C. Ces valeurs sont 
indicatives d'enzymes d'animaux a sang chaud, soit presque la temperature du corps. A I'inverse, si la 
temperature depasse les 60 °C, I'enzyme est denaturee (rupture des liaisons hydrogenes situees dans des 
parties variables de la proteine), il y a modification du site actif, et la reaction ne peut pas avoir lieu. Si 
la temperature est en dessous de 5 °C, I'enzyme est inactivee car I'agitation moleculaire provoquee par 
la chaleur est limitee : les molecules de substrat et les enzymes se rencontrent difficilement. II existe des 
enzymes thermostables, tel les que par exemple I'ADN polymerase utilisee dans la PCR. 

3.4 Inhibition enzymatique 

Un inhibiteur enzymatique est une substance se liant a une enzyme et qui en diminue I'activite. Un 
inhibiteur peut empecher la fixation du substrat sur le site actif en se fixant a sa place, ou provoquer une 
deformation de I'enzyme qui rend celle-ci inactive (inhibiteur allosterique). 

L'inhibition des enzymes joue un role important dans le controle des mecanismes biologiques, et 
notamment dans la regulation des voies metaboliques. Puisque ['inhibition d'une enzyme peut tuer un 
pathogene ou corriger un desequilibre metabolique, des applications existent dans de nombreux autres 
domaines : beaucoup de medicaments, pesticides ou insecticides sont des inhibiteurs enzymatiques. En 
enzymologie, les inhibiteurs sont tres utilises pour determiner le mecanisme d'action d'une enzyme. 
Toutes les molecules se liant a une enzyme ne sont pas des inhibiteurs, les activateurs enzymatiques 
existent egalement et accroissent I'activite de I'enzyme. 

A. Inhibiteur competitif 

Un inhibiteur competitif possede generalement une ressemblance structural avec le substrat et tous 
deux entrent en competition pour se fixer sur le meme site enzymatique (effet isosterique). La reaction 
enzymatique est bloquee, soit parce que I'inhibiteur ne possede pas le groupement chimique transforme 
par I'enzyme, soit parce que la position de groupement chimique sur I'inhibiteur rend impossible sa 
reconnaissance par le site actif. 
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Figure 3.4 - Inhibition competitive. 


Figure 3.5 - Inhibition incompetitive. 


Schema et equation de Michaelis-Menten dans le cas d'une inhibition competitive : 


E + S ► ES ► E + P 

+ 1 

El 


Vm[S] 

|S]+AV(1 + P) 


i 

V 


Km 

Vm 



1 1 

M + Vm 


Par rapport a I'equation classique de Michaelis-Menten, la vitesse maximale de la reaction Vm 
reste inchangee, mais I'affinite de I'enzyme pour le substrat diminue {Km augmente) car ce dernier ne 
peut pas se lier au complexe enzyme-inhibiteur. Dans le cas d'une inhibition competitive, il est possible 
de lever I'inhibition en saturant I'enzyme en substrat. 

L'affinite d'un inhibiteur pour une enzyme est donnee par la constante d'inhibition Ki, qui represente 
la concentration en inhibiteur pour laquelle la moitie des sites enzymatiques sont occupes. Ainsi, I'affinite 
d'un inhibiteur est d'autant plus grande que le Ki est petit. Cette constante d'inhibition, exprimee en 
mole par litre correspond aussi a la constante de dissociation du complexe enzyme-inhibiteur. 


B. Inhibiteur incompetitif 

Un inhibiteur incompetitif ne se fixe jamais a I'enzyme libre mais seulement a I'enzyme complexee 
avec le substrat ES et empeche la formation des produits. Generalement, la liaison du substrat sur I'en- 
zyme entrafne une modification de la conformation de I'enzyme, revelant ainsi un site de fixation pour 
['inhibiteur. L'inhibiteur, en retour, modifie la conformation du site actif de I'enzyme, et empeche la reac- 
tion. Comme son nom I'indique, un inhibiteur incompetitif n'entre pas en competition avec un substrat 
sur son site de fixation. 


E + S ► ES ► E + P 

+ 1 

ESI 
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1 + — 

1 = K m 1 Ki 

v V m ' [ 5 ] + V max 

La vitesse maximale de la reaction diminue, mais I'affinite apparente de I'enzyme pour le substrat 
augmente (Km diminue). En effet, la formation du complexe enzyme-substrat-inhibiteur diminue le 
nombre de complexes ES et, d'apres la Loi d'action de masse, favorise la liaison du substrat sur I'enzyme. 
Les effets d'un inhibiteur incompetitif ne se manifestent pas pour de faibles concentrations en substrat, 
I'enzyme etant majoritairement sous forme libre. Ainsi, ce type d'inhibition ne peut pas etre leve en 
augmentant la concentration du substrat. 


c. Inhibiteur non competitif 

Un inhibiteur non competitif peut se lier a la fois, et avec une meme affinite, sur I'enzyme libre et 
sur I'enzyme liee au substrat. Cependant, I'inhibiteur et le substrat n'entrent pas en competition pour se 
fixer sur un meme site : le substrat se lie au site actif, et I'inhibiteur a un autre site de fixation. L'inhibiteur 
entraTne une modification de la conformation du site actif, ce qui empeche la transformation du substrat 
en produit mais n'influe pas sur la reconnaissance entre I'enzyme et le substrat. 


E + S 

+ 1 

El ^ 


► ES 

+ 1 

ESI 


-► E + P 


1 

v 


Km 

V m 



1 1 



Kj 


La fixation d'un inhibiteur non competitif diminue la vitesse maximale de la reaction, mais ne modifie 
pas I'affinite de I'enzyme pour le substrat, car ce dernier se lie aussi bien a I'enzyme libre qu'au complexe 
EL L'efficacite enzymatique diminue, une partie des enzymes (celles lies a I'inhibiteur) ne plus plus 
transformer le substrat en produit. On a done une apparente diminution de la quantite d'enzymes actives. 

Une inhibition non competitive ne peut pas etre levee par une augmentation de la concentration en 
substrat. 


3.4.1 Inhibition irreversible, inhibition « suicide » 

L'inhibition suicide est un mecanisme ou I'inhibiteur forme un complexe stable avec I'enzyme qui 
I'inactive de fagon permanente. L'enzyme reconnait I'inhibiteur comme son substrat et entame le pro- 
cessus de modification de ce dernier. Intervient alors une etape au cours de laquelle I'inhibiteur modifie 
devient tres reactif et se lie de fagon tres stable a I'enzyme. L'enzyme contribue ainsi a sa propre inacti- 
vation irreversible d'ou le nom d'inhibition « suicide ». L'inhibiteur peut se placer sur le site catalytique 
de I'enzyme ou ailleurs. 

Exemples : 

- I'aspirine inhibe la cyclooxygenase active qui transforme I'acide arachidonique en une prostaglan- 
dine ; 

- la penici Mine est un inhibiteur suicide de la transpeptidase intervenant dans la synthese du pepti- 
doglycane, composant de la paroi des bacteries. Son cycle beta-lactame etant tres labile reagit avec 
le site actif de I'enzyme. El le se fixe alors de fagon thermodynamiquement tres stable a I'enzyme 
au niveau de ce dernier. 
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3.5 Allosterie 

L'allosterie est un mode de regulation de I'activite d'une enzyme par lequel la fixation d'une molecule 
effectrice en un site, dit site allosterique, modifie les conditions de fixation d'une autre molecule, en un 
autre site distant de la proteine. 

3.5.1 Principes de l'allosterie 

La fixation de la molecule effectrice induit un changement de conformation spatiale de la proteine 
enzymatique que I'on appelle transition allosterique. Cela a pour consequence de modifier le site de 
liaison et I'affinite des differentes sous-unites pour le substart catalyse ainsi que la cinetique de la reaction 
enzymatique. 

Dans le modele de Monod-Wyman-Changeux, dit MWC, les enzymes allosteriques doivent pre- 
senter plusieurs proprietes : 

- el les sont multimeriques, generalement oligomeriques avec un nombre paire de sous unites, chaque 
protomere (ou monomere) fixe une molecule de ligand; 

- el les possedent au moins un axe de symetrie; 

- el les existent sous deux conformations differentes : I'une appelee T, pour tendue, designant conven- 
tionnellement la forme de faible affinite pour le substrat, I'autre R, pour relaxee, de forte affinite 
pour le substrat; 

- au sein d'une proteine, les protomeres adoptent tous la meme configuration, R ou T (transition 
concertee). 


Conformation Conformation 

tendue (T) relaxee (R) 




Figure 3.6 - Modes possibles de transition allosterique selon le modele MWC. 

Wikipedia, CC BY-SA 3.0 


Enzymes allosteriques homotropes : le substrat de I'enzyme est egalement sa molecule effectrice. 

Enzymes allosteriques heterotropes : la molecule effectrice de I'enzyme est une molecule autre substrat. 

Enzymes allosteriques mixtes : certaines proteines allosteriques peuventetre regulees par leurs substrats 
et d'autres molecules. 

3.5.2 Cinetique des enzymes allosteriques 

De maniere generale, les enzymes allosteriques n'obeissent pas a la cinetique Michaelienne. 


A. Types de modulation allosterique 

Allosterie positive : il existe une allosterie positive ou la fixation d'un effecteur augmente I'affinite de 
liaison du ligand. On parle de fixation cooperative. 

Allosterie negative : le cas inverse existe aussi, dans une allosterie negative la fixation de I'effecteur 
diminue I'affinite du ligand. 
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B. Classes de systemes allosteriques 

Systeme K : les enzymes allosterique appartenant au syteme K (K est le symbole de la constante d'affinite) 
voient leur constante d'affinite apprante K m changer en reponse leurs effecteurs, tout en gardant 
une V m constante. Elies presentent un courbe de vitesse de reaction en fonction de la concentration 
en substrat, de type sigmoi'de. 

Systeme V : les enzymes allosterique du syteme V gardent leur constante d'affinite constante et voient 
leur V m changer en reponse leurs effecteurs. Leur courbe representative est de type hyperbolique. 


Vitesse de reaction 



Figure 3.7 - Cinetique d'enzymes allosteriques homotropes montrant un effet cooperatif ( + ) de type K. 


Vitesse de reaction 



Vitesse de reaction 



Figure 3.8 - Cinetique d'une enzyme de type K. Figure 3.9 - Cinetique d'une enzyme de type V. 


3.5.3 Desensibilisation de I'enzyme allosterique 

La sensibilite de I'enzyme allosterique a son effecteur peut etre supprimee par divers facteurs (chaleur, 
uree...). Cet effet de desensibilisation ne s'accompagne pas par la perte totale de I'activite catalytique de 
I'enzyme. Une enzyme allosterique desensibilisee ou dont I'effecteur est absent donnera une courbe 
Michaelienne. 
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3.5.4 Importance physiologique de 1'allosterie 

L'allosterie est une forme de regulation de I'activite d'une enzyme en fonction des conditions exte- 
rieures changeantes. On peut distinguer I'effet de retrocontrole negatif. 

L'effet de retrocontrole negatif est tres souvent rencontre dans les voies metaboliques. Le produit 
final de la voie est souvent un inhibiteur allosterique d'un enzyme catalysant une etape initiale. Plus le 
produit final s'accumule, plus la reaction initiale est lente (par diminution de I'affinite a I'un des reactifs 
de la reaction) et done moins de produit sera forme. Ce type de regulation evite d'accumuler le produit 
final, qui peut etre toxique dans certaines circonstances et evite a I'organisme de produire en exces une 
molecule, ce qui est couteux en energie. L'effecteur allosterique participe a I'autoregulation de la voie 
metabolique. 
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Chapitre 


Dans ce chapitre 

4.1 Les oses 

4.2 Les holosides 



Les glucides 


Les glucides sont une classe de molecules organiques contenant un groupement carbonyle 
(aldehyde ou cetone) et plusieurs groupements hydroxyle (-OH). II faut eviter d'utiliser le mot 
sucre qui n'est pas scientifique, ou I'expression hydrate de carbone qui ne reflete pas la structure 
reelle. Leur formule chimique est basee sur le modele ( C(H 2 0)) n (d'ou I'appellation historique). 

I Is font partie, avec les proteines et les I ipides, des constituants essentiels des etres vivants 
et de leur nutrition, car ils sont un des principaux intermediates biologiques de stockage et 
de consommation d'energie. Chez les organismes autotrophes, comme les plantes, les sucres 
sont convertis en amidon pour le stockage. Chez les organismes heterotrophes, comme les 
animaux, ils sont stockes sous formes de glycogene puis utilises comme source d'energie dans 
les reactions metaboliques. 

Les glucides sont habituellement repartis entre oses (monosaccharides tel que le glucose, le 
galactose ou le fructose) et osides, qui sont des polymeres d'oses (polysaccharides). Les disac- 
charides (diholosides), tel que le saccharose ou le lactose, font partie de cette derniere categorie. 
Mais seules les monosaccharides et les disaccharides ont un pouvoir sucrant. Les polysaccha- 
rides, comme I'amidon, sont insipides. 
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4.1 Les oses 

Les oses sont des aldehydes ou des cetones polyhydroxyles, c'est-a-dire qui contiennent plusieurs 
fonctions alcool, I'une primaire et les autres secondaires . 

On classe les oses selon leur caractere aldehydique ou cetonique et selon le nombre d'atomes de 
carbone de leur molecule [42] : 

1 . leur fonction carbonyle : 

Aldoses : ce sont les glucides possedant une fonction aldehyde sur le premier carbone. 

Cetoses : ce sont les glucides possedant une fonction cetone sur le deuxieme carbone. 

2. leur nombre de carbone : 

Trioses : possedent 3 carbones; Hexoses : possedent 6 carbones; 

Tetroses : possedent 4 carbones; Heptoses : possedent 7 carbones; 

Pentoses : possedent 5 carbones ; Octoses : possedent 8 carbones. 

Nous etudirons d'abord la structure plane de ces molecules puis leur structure dans I'espace, plus 
proche de la realite. 


4.1.1 Formule lineaire des oses : modele de Fischer 


Selon la representation proposee par Emile Fischer, la structure d'une ose simple est lineaire. S'il 
existe une fonction aldehyde, el le occupe une extremite de la molecule. La numerotation des carbones 
commence alors par le carbone aldehydique. S'il existe une fonction cetone, el le se trouve (dans les ce- 
toses naturels) sur I'atome de carbone suivant immediatement un carbone d'extremite que I'on numerate 
par 1 . Le carbone cetonique porte done le numero 2. 


H -c*° 

,i 

H— C-OH 

3 I 

HO-C-H 

J 

H— C— OH 
s l 

H— C— OH 

6 ch 2 oh 

D-glucose (aldose) 

Configurations selon Fischer 


ch 2 oh 

2 I 

c=o 

sl 

HO-C-H 

J 

H— C— OH 

sl 

H— C— OH 

6 ch 2 oh 

D-fructose (cetose) 

D-glucose et du D-fructose. 


A. Isomerie optique 

A I'exception du dihydroxyacetone, tous les oses possedent un pouvoir rotatoire du faitde la presence 
d'un carbone asymetrique, et sont dits chiraux. 

Si n est le nombre d'atomes de carbone de la chaine, le nombre d'atomes de carbone subsitues 
assymetriquement sera de : 

- (n — 2) pour les aldoses; 

- (n — 3) pour les cetoses. 

Le nombre d'isomeres optiques sera de : 

- 2 n ~ 2 pour les aldoses; 

- 2 n ~ 3 pour les cetoses. 
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B. Nomenclature D et L des oses 

La nomenclature D et L des oses est une nomenclature relative et par filiation. Tous les sucres seront 
prefixes par les lettres D ou L en reference pour les aldoses a la configuration du glyceraldehyde et pour 
les cetoses a la configuration du cetotetrose. Ce prefixe sera suivi de la nature du pouvoir rotatoire de la 
molecule (-) ou ( + ). 


a. Aldoses 

La nomenclature est definie par rapport a la position de I'hydroxyle porte par le carbone asymetrique 


voisin de la fonction alcool primaire en reference au 

glyceraldehyde. 


D-glyceraldehyde 

Serie D 

L-glyceraldehyde 

Serie L 

CHO 

CHO 

CHO 

CHO 

H C OH 

(CHOH) n 

OH C H 

(CHOH) n 

ch 2 oh 

H C OH 

ch 2 oh 

OH C H 


ch 2 oh 


ch 2 oh 


Figure 4.1 - Nomenclature D et L des aldoses. 


b. Cetoses 

La nomenclature est definie par rapport a la position de I'hydroxyle porte par le carbone asymetrique 
voisin de la fonction alcool primaire la plus eloignee de la fonction cetone en reference au cetotetrose. 


D-erythrulose 

Serie D 

L-erythrulose 

Serie L 

ch 2 oh 

ch 2 oh 

ch 2 oh 

ch 2 oh 

c=o 

c=o 

c=o 

c=o 

c — OH 

(CHOH) n 

OH C H 

(CHOH) n 

ch 2 oh 

H C OH 

ch 2 oh 

OH C H 


ch 2 oh 


CH 2 OH 


Figure 4.2 - Nomenclature D et L des cetoses. 

- Dans la forme D, le groupement alcool (—OH) porte par le carbone n - 1 est a droite (en represen- 
tation de Fischer) ; 

- Dans la forme L, le groupement alcool (—OH) porte par le carbone n — 1 est a gauche (en repre- 
sentation de Fischer). 

Ce type de structure lineaire n'est que rarement realise a I'etat naturel car la structure de ces composes 
les conduit a former des cycles en milieu aqueux. 

c. Filiation des oses 

La chaTne carbonee est representee par un trait vertical. Les traits horizontaux correspondent aux OH 
des carbones asymetriques. 

Synthese de Kiliani-Fischer : il s'agit de 1'ascension de la serie des oses, c'est-a-dire la formation d'un 
ose a n carbones par extension du squelette d'un ose an — l carbones. 

Degradation de Wohl-Zemplen : il s'agit de la descente de la serie des oses. 
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CHO 


ch 2 oh 

D(-)erythrose 


C 3 

D( + )-glyceraldehyde 

CHO 


CH 2 OH 


C 4 


CHO 


CH 2 OH 

D( + )threose 


CHO 


CH 2 OH 

D(-)ribose 


ch 2 oh 


CHO 


— c 5 

ch 2 oh 

D(-)arabinose 


CHO 


CH 2 OH 

D(-)lyxose 


CHO 


CH 2 OH 

D( + )xylose 


CHO CHO CHO CHO CHO CHO CHO CHO 


C 6 


ch 2 oh ch 2 oh ch 2 oh ch 2 oh ch 2 oh ch 2 oh ch 2 oh ch 2 oh 

D(+)allose D(+)altrose D(+)mannose D(+)glucose D(+)talose D(+)galactose D(-)gluose D(+)idose 


Figure 4.3 - Filiation des D-Aldoses comportant 3 a 6 carbones 
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Cs 
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I 

c=o 


C6 
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Figure 4.4 - Filiation des D-Cetoses comportant 3 a 6 carbones 
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4.1.2 Formule cyclique des oses : modele de Haworth 
a. Cyclisation des oses 

Dans le cas des formules cycliques d'oses, il y a dans le cycle un atome d'oxygene, qu'on appelle 
parfois « pont oxygene ». La cyclisation est realisee par reaction de la fonction aldhehyde ou cetone avec 
une fonction alcool portee par la meme molecule. II se forme ainsi un hemiacetal cyclique. 

On appelle hemiacetal le produit de la condensation d'un aldehyde ou d'une cetone avec un alcool 

(figure 4.5). 


O 



Aldehyde 


HO R 2 

Alcool 



Hemiacetal 


Figure 4.5 - Formation d'un hemiacetals. 


Pour comprendre la cyclisation des oses simples, nous allons prendre I'exemple de la molecule de 
glucose. Ecrivons la formule d'une molecule de glucose sous la forme lineaire, mais en rapprochant le 
carbone aldehhydique C\ et la fonction alcool en C5 (figure 4.6). On voit que la cyclisation sous forme 
d'un hemiacetal de glucose resulte de cette interaction. 


Hyo 

H-C-OH 

HO— C— H 

H— C— OH 
H— C— OH 
6 CH 2 OH 
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Projection de Haworth 


Figure 4.6 - Cylisation du glucose sous forme pyranique. 


Une autre cyclisation est possible par interaction entre le carbone aldhehydique et la fonction alcool 
en 4. 

Cycle pyranique : quand le cycle resultant comporte 6 sommets, il est hexagonal et porte le nom de 
cycle pyranique par homologie avec le noyau organique appele pyrane. On dit dans ce cas que 
Lose est un pyranose. 

Cycle furanique : quand le cycle est pentagonal, il est appele furanique par homologie avec le noyau 
furane. L'ose est alors appelee furanose. 



Figure 4.7 - Noyau pyrane. 



Figure 4.8 - Noyau furane. 
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Figure 4.9 - o-D-Glucopyranose. 


Figure 4.10 - ct-D-Glucofuranose. 


Pour reconnaitre le carbone 1, on remarquera qu'il porte a la fois un groupement OFH (hydroxyle) et 
le pont oxygene. II faut bien voir que I'autre atome de carbone auquel aboutit le pont oxygene, ne porte 
pas de OF1 puisque celui-ci a ete utilise pour former le pont hemiacetalique. 


La cyclisation des cetoses s'opere de la meme fagon, comme on peut le voir sur la structure du 
fructose. 



CH 2 OH 


Figure 4.11 - /3-D-Fructopyranose. 
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Figure 4.12 - a-D-Fructofuranose. 


b. Perspective de Haworth 

La representation graphique de Haworth, aussi appelee representation plane, facilite la representa- 
tion des diverses formes cycliques. El le symbolise les cycles par des polygones plans vus en perspective 
(un renforcement du trait est cense montrer les liaisons proches de I'observateur). 

Le carbone le plus oxyde est positionne a I'extremite droite. La position des groupements hydroxyle 
est fonction de leur position dans la representation de Fisher. Les H et OH se trouvant a droite dans la 
representation de Fisher se retrouveront au-dessous du plan du cycle. 


Nomenclature D et L Dans la representation de Haworth, c'est la position par rapport au plan de la 
feuille de la fonction alcool primaire qui determines la serie : 

Serie D : -CH 2 OH au-dessus du plan du cycle; 

Serie L : -CH 2 OFf au-dessous du plan. 

Un cas particulier est celui du glucose ecrit selon sa formule furanique, dans lequel le carbone 5 n'est 
pas inclus dans le cycle. Compte-tenu de la disposition des schemas (figure 4.10), tout se passe comme 
si la formule etait ecrite de bas en haut, et par consequent I'hydroxyle en 5 est dirige vers la gauche dans 
le cas des oses de la serie D. 


c. Stabiltie des cycles 

La stabilite des cycles des oses depend de Lose considere. Generalement, les pyranoses sont plus 
stables, done plus souvent represents, que les furanoses, car ils permettent un meilleur decalage des 
gros substituants du cycle sur deux carbones consecutifs (tableau 4.1 page 79). 
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D. Anomerie 

La position dans I'espace de l'hydroxyle place sur le carbone hemiacetalique, doit etre precisee : el le 
determine elle aussi deux isomeres, car ce carbone n'etait pas assymetrique dans les formules alipha- 
tiques mais il I'est devenu dans les formules cycliques. 

L'isomerie introduite par I'existance de 2 positions du OH en 1 est appelee anomerie. Les anomeres 
ont un pouvoir rotatoire different , ils sont distingues par les lettres a et f3. La forme est a si le groupement 
hydroxyle (-OH) anomerique et le groupement CH 2 OH terminal sont de part et d'autre du cycle, et /3 
s'ils sont du meme cote. 


Equilibre entre formes anomeres En solution dans I'eau, les deux formes anomeres a et /3 du glu- 
cose sont en equilibre permanent. II existe a tout instant des transformations reversibles entre la forme 
aliphatique et les deux formes cycliques, selon le schema reactionnel suivant (figure 4.13). 



H OH H OH H OH 

a-glucose P-glucose 


Figure 4.1 3 - Equilibre entre formes a, /3 et aliphatique du glucose. 

En real ite, la forme aliphatique se trouve toujours en tres faibles quantites (traces). La forme /3, qui est 
la plus stable, atteint une proportion de 64% et la forme a de 36%. 

Mutarotation La mutarotation est devolution du pouvoir rotatoire d'une solution d'une forme pure 
vers le pouvoir rotatoire de la solution du melange a et (5 a I'equilibre thermodynamique. 

4.1.3 Conformation spatiale des oses 

La formule plane de Haworth suffit a I'ecriture des formules des oses dans certaines situations, 
comme par exemple la description d'une reaction. Mais elle devient vite insuffisante des qu'il s'agit de 
decrire les molecules dans I'espace. 

A. Les plans determines par les cycles satures 

Les cycles a 6 sommets ne peuvent pas etre contenus dans un seul plan, compte tenu de la valeur 
fixe des angles de valence du carbone 1 09°28'. II existe un gauchissement de la molecule par rapport au 
plan des 4 sommets medians ABCD (figure 4.14). Les deux autres sommets E et F peuvent etre situes de 
part et d'autre de ce plan : c'est ce que I'on appelle de fagon imagee la forme chaise, ou bien ils sont du 
meme cote et on a la forme bateau. 

On a eu I'idee d'inscrire la figure hexagonale, en forme chaise ou bateau, dans une sphere afin 
d'etablir des points de reperes. Les 4 points ABCD se trouvent dans le plan equatorial , defini par analogie 
avec le plan passant par I'equateur du globe terrestre. La droite (XY) qui lui est perpendiculaire et passe 
par le centre de la sphere, est appelee axe. Toutes les droites paralleles a cet axe definissent les directions 
axiales. 

II y a 2 valences disponibles par sommet carbone : I'une fournit une liaison qui se dispose selon une 
direction grossierement parallele a celle de I'axe (a 30% pres). Le substituant correspondant est dit axial. 
L'autre substituant dont la liaison est disposee approximativement selon une direction parallele a celle 
du plan equatorial, est dit substituant equatorial [43]. 
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Forme bateau 


Figure 4.14 - Formes chaise et bateau, 
a : substituant axial ; e : substituant equatorial 
D'apres le livre « Biochimie dynamique®*. 


B. Structure des oses dans I'espace 
a. Cycle pyrane 

Un cycle pyranique pourra done se presenter sous 2 formes principales : forme chaise et bateau. 

La conformation la plus stable est la forme chaise et celle-ci sera d'autant plus stable que les substi- 
tuants encombrants des carbones asymetriques seront en positions equatoriales [44]. 

Formes Cl / 1C II peut exister deux conformations chaises (figure 4.15) [45] : 

- la forme chaise 4 Ci (plus souvent appelee Cl) est la conformation la plus probable du D-glucopyranose; 

- la forme chaise 1 C *4 (plus souvent appelee 1C) est celle du L-glucopyranose; 

L'exposant devant le C identifie le carbone situe au dessus du plan moyen du cycle dans la represen- 
tation de spaciale, et I'indice qui suit le C identifie le carbone situe au dessous. 

Les conformations chaises du D- et du L-glucopyranose sont inversees I'une par rapport a I'autre, de 
maniere a placer, dans chaque cas, les gros substituants en position equatoriale. 

Nous n'insisterons pas davantage sur ces proprietes complexes, car el les ne servent pas a la compre- 
hension de fonctions biologiques de oses. 


OH 



OH 

{3-L-glucopyranose 

Chaise ^4 


|3-D-glucopyranose 

Chaise 4 Ci 


Figure 4.1 5 - Formes Cl/1 c du glucopyranose. 
Wikipedia, domaine public. 
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b. Cycle furane 

Les cycles furaniques ne sont pas planaires : la forme la plus probable est une forme a 4 atomes 
coplanaires et le 5 e en dehors donnant a la conformation une forme d'enveloppe (E) [44], 

H 



Figure 4.16 - Conformation 3E du /3-D-ribose. 


4.1.4 Proprietes physiques des oses simples 
A. Masse moleculaire 

La masse moleculaire d'un pentose est de 1 50, celle d'un hexose 180. El le est la meme pour tous les 
hexoses y compris les cetoses puisqu'ils sont isomeres. 


B. Solubilite 

Les oses sont tres solubles dans I'eau, leurs fonctions hydroxyles ferment des liaisons hydrogenes 
avec I'eau. 


4.1.5 Proprietes chimiques des oses simples 
A. Stability 

En milieu acide : les oses sont stables en milieu acide dilue. En milieu acide concentre et a chaud, les 
oses sont deshyd rates en furfural. 



Figure 4.1 7 - Structure du furfural. 

Les furfurals peuvent reagir pour donner des produits dont la coloration est caracteristique de Lose 
initial. 

Le resorcinol : donne en milieu acide et a chaud, avec les cetoses une coloration rouge. 

L'orcinol : donne avec les pentoses une coloration bleu-violet. 

En milieu alcalin : Les solutions alcalines diluees, a temperature ambiante, produisent des isomerisa- 
tions au niveau du carbone anomerique et du carbone voisin, sans modifier le reste de la chafne. 
On aura soit une inter-conversion d'un aldose en un cetose correspondant (ou I'inverse), soit une 
epimerisation. 
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B. Reduction des oses 

Les aldoses et les cetoses sont susceptibles de reduction catalytique sur leur groupement carbonyle 
en donnant des polyalcools. Ceci peut se faire par : 

- voie chimique par les borohydrures alcalins; 

- hydrogenation catalytique (noir de platine, Nickel de Raney...) ; 

- voie enzymatique. 


c. Oxydation menagee 

La fonction aldehydique est la plus facilement oxydable. L'iode en milieu basique la transforme en 
fonction acide : Lose est transformee en acide aldonique. Dans le cas du glucose I'acide forme est I'acide 
gluconique. 

En oxydant Lose, l'iode est reduit. Les oses simples et les diholosides ayant un carbone hemiaceta- 
lique libre sont reducteurs de par leur fonction aldehyde. 


D. Oxydation plus intense 

L' oxydation plus poussee des aldoses transforme la fonction carbonyle et et la fonction alcool primaire 
en fonctions carboxiliques. On obtient un diacide appele acide glycarique ou aldarique. 

Si la fonction carbonyle est au prealable protegee (par combinaison a I'UDP, I'uridine diphosphate) 
seul la fonction alcool primaire est oxydee. On obtient des acides uroniques. 


E. Action des alcools 

Le groupement hydroxyle du carbone anomerique reagit facilement avec le methanol en milieu 
acide, formant des methyl-osides. Dans le cas du glucose, il existe un a-methylglucoside et un j3- 
methylglucoside. 


F. Action des amines et de I'amoniaque 

Les oses peuvent reagir avec des amines. II se forme alors des N-glycosamines ou N-glycosides. 

G. Esterification 

L'esterification des fonctions alcool par I'acide phosphorique forme des esters phosphoriques d'une 
grande importance biologique. 


H. Action de la phenylhydrazine 

Une fonction aldehyde ou cetone peut reagir a froid sur la phenylhydrazine pour donner par une 
reaction de condensation une phenylhydrazone. 

En faisant reagir a chaud, les phenylhydrazones des oses avec un exces de phenylhydrazine, on 
constate que par des reactions complexes une des molecules va oxyder la fonction alcool portee par le 
carbone 2 pour les phenylhydrazones des aldoses ou par le carbone 1 des phenylhydrazones des cetoses, 
pour donner une fonction aldehyde pour les cetoses et une fonction cetone pour les aldoses. La troisieme 
molecule de phenylhydrazine va reagir alors sur la fonction carbonyle formee pour donner une deuxieme 
fonction phenylhydrazone. L'ensemble de la molecule ainsi formee s'appelle une osazone. 

Grace a leurs constantes physiques (fusion, solubil ite, types de cristaux), les osazones permettent 
I'identification des oses. 

On constate que les ozasones du D-glucose et du D-fructose sont les memes; il en est de meme pour 
I 'osazone du D-mannose. 
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Figure 4.18 - Reactions de formation d'une ozazone. 


4.1.6 Les derives des oses simples 
A. Desoxyoses 

On appelle ainsi des oses dans lesquels un OH est remplace par un H. C'est le cas du desoxyribose 
que nous rencontrons dans la constitution de I'acide desoxyribonucleique (ADN). 



Figure 4.1 9 - Structure du 2 -desoxyribose. 


B. Osamines 

Les oses amines sont des oses simples sur lesquels une fonction amine remplace une fonction hy- 
droxyle. Seules les hexosamines qui derivent des principaux hexoses par substitution du OH porte par le 
C 2 , ont un interet biologique. C'est le cas du glucosamine, galactosamine et de la mannosamine. 

c. Derives N-acetyles des osamines 

A I'etat naturel, les osamines sont presque toujours acetylees sur la fonction amine, ce qui forme le 
N-acetyl-glucosamine par exemple. 



Figure 4.20 - Radical acetyl. Figure 4.21 - Structure du N-Acetyl-D-Glucosamine. 

La lettre N est indiquee pour montrer que le radical acetyl est fixe sur I'azote de la fonction amine 
de I'osamine. On ne trouve jamais ces composes a I'etat libre, mais incorpores a de grosses molecules 
comme des glycolipides, des glycoproteines... 
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D. Acides derives des oses 

Acides aldoniques Ce sont les derives d'oxydation de la fonction aldehyde des aldoses. Ms inter- 
viennent dans certaines voies du metabolisme des oses. 


Acides uroniques Ms se ferment par oxydation de la fonction alcool primaire des aldoses, a condition 
que la fonction carbonyle soit protegee. Les acides uroniques peuvent se complexer avec des molecules 
toxiques pour I'organisme et permettre leur elimination; cette association forme des urono-conjugues. 
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Figure 4.22 - Acie D-gluconique. 


Figure 4.23 - Acide /3-D-glucuronique. 


4.1.7 Oses d'interet biologique 

Hormis de rares exceptions, les oses naturels et leurs derives sont de la serie D. 

A. Trioses 

Les formes D et L du glyceraldehyde sont presentes dans la nature. Les formes les plus importantes 
des trioses sont des derives phosphoryles que Ton trouve dans les premieres etapes de la glycolyse 
(catabolisme oxydatif). 

B. Tetroses 

Le seul tetrose d'interet est I'aldose D(-)erythrose. il s'agit d'un intermediaire de la voie des pentoses 
phosphates. 

c. Pentoses 

L-arabinose : c'est I'un des rares sucres naturels de la serie L. On le trouve dans toutes les plantes, 
on trouve aussi le D-arabinose. Non metabolise par I'homme, il est elimine directement dans les 
urines. 

D-ribose : son derive de reduction le D-2-desoxyribose entrent dans la composition des acides ribonu- 
cleiques et desoxyribonucleiques (ARN et ADN). 

D-ribulose : ce cetopentose est trouve a I'etat de ribulose-1 ,5-diphosphate qui est un element fondamen- 
tal dans le « cycle des pentoses » et des reactions de photosynthese. 

D. Hexoses 

Les hexoses importants, isomeres de la serie D, sont le glucose, deux de ses epimeres le galactose et 
le mannose ainsi qu'un cetose, le fructose et des derives amines. 

D( + )glucose : c'est la molecule carburant du monde vivant et par la le prototype des etudes de structure 
et proprietes des oses. II est abondant a I'etat libre dans le miel, les fruits. II est hydrosoluble dans 
les liquides biologiques. Sous forme polymerisee a partir de I'a-D-glucopyranose, il constitue les 
reserves energetiques (amidon vegetal, glycogene animal) de la plupart des organismes superieurs. 
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Le polymere forme a partir de I'anomere fi donne un polyoside aux proprietes physiques et biolo- 
giques radicalement differentes des polymeres a : la cellulose. 

D( + )galactose : le plus repandu apres le glucose, il entre dans la constitution du lactose du lait des 
mammiferes. On le trouve combine dans certains oligosides, heterosides et glycoproteines. 

D( + )mannose : peu abondant a I'etat libre si ce n'est dans I'ecorce d'orange, il entre dans la constitution 
de polymeres tels les mannanes, ou encore de glycoproteines. 

D(-)fructose : c'est I'un des rares sucres cetoniques naturels, on le trouve a I'etat naturel dans les fruits 
et le miel auquel il donne sa consistance a cause de sa cristallisation difficile. II entre dans la 
composition du saccharose. 
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Table 4.1 - Isomeres cycliques de certains oses ainsi que leurs taux de presence relative dans I'eau. 
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4.2 Les holosides 

Un holoside est polymere compose exclusivement d'oses, lies entre eux par des liaisons O-osidiques 
ou glycosidiques. 

Liaison O-osidique : la liaison O-osidique est une liaison chimique covalente entre : 

1. le groupement hydroxyle de la fonction alcool du carbone anomerique d'un ose (carbone 
anomere, numero 1 chez les Aldose et numero 2 des Cetose) ; 

2. le groupement hydroxyle d'un autre os. 

La formation de la liaison produit de I'eau. 

Residu d'ose : chaque ose participant a I'oside ne s'y trouve plus en total ite mais a perdu soit un H, soit 
un OH. On dit qu'il s'aigt d'un residu d'ose. 

4.2.1 Classification 

Parmi les holosides, on distingue trois families : 

Diholosides : qui sont composes de seulement deux oses et dont le degre de polymerisation est egal a 

2 ; 

Oligoholosides : (triholosides, tetraholosides, etc.) qui ont un degre de polymerisation compris entre 3 
et 10; 

Polyosides : dont le degre de polymerisation est superieur a 10. 

Selon la nature des oses constituant I'holoside, on distingue : 

Holoside homogene : holoside dont les residus d'oses sont tous identiques. 

Holoside heterogene : holoside qui renferme des residus d'oses de deux ou plusieurs types differents. 

4.2.2 Proprietes physiques 

Les osides sont solubles dans I'eau. On peut les obtenir sous forme cristallisee. Les cristaux de sac- 
charose (sucre raffinee) sont bien connus pour leur utilisation alimentaire. 

4.2.3 Proprietes chimiques 

A. Pouvoir reducteur 

On se souvient que les oses simples sont des reducteurs. C'est une propriete de la fonction hemia- 
cetalique libre. Lorsque cette fonction est bloquee par la presence d'un pont osidique, elle perd son 
caractere reducteur. 

B. Hydrolyse 

In vitro, I'hydrolyse des osides, catalysee par les ions H + , libere les oses simples constitutifs. 

In vivo, I'hydrolyse des osides est realisee par des enzymes specifiques, les osidases. 

4.2.4 Etude des diholosides 

Pour decrire la structure d'un diholoside, il faut d'abord indiquer la nature des oses qui le constituent 
(glucose, galactose, mannose, etc.), leur serie D ou L (seuls les oses de la serie D sont presents dans 
les holosides naturels), la nature de leur cycle (pyrane ou furane), le numero des carbones sur lesquels 
est fixe le pont oxygene. II faut egalement indiquer la configuration de ce pont (a ou (3 ) sur le carbone 
anomerique. 
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A. Identification des residus d'oses 

Le diholoside a etudier est soumis a une hydrolyse acide, la liaison osidique sera rompue et les 
oses constitutifs liberes. Afin des les separer , on peut soumettre I'hydrolysat a une chromatographie de 
partage. 

^identification peut se faire a partir de la plaque chromatographique (lecture du Rf, utilisations de 
temoins connus) ou en extrayant chaque ose et analyser son pouvoir rotatoire ou utiliser des reactions 
enzymatiques specifiques. 


B. Identification du mode de liaison 

Deux cas de figures sont possibles : 


a. Le diholoside n'est pas reducteur 

Si le diholoside n'est pas reducteur, la liaison osidique est etablie entre les carbones anomeriques 
dedeux oses. 


b. Le diholoside est reducteur 

La fonction hemiacetalique de I'un deux deux oses est libre. L'objectif est d'identifier Lose possedant 
le carbone anomerique libre et de determiner Lhydroxyle engage par cet ose dans la liaison osidique. 

Identification de Lose reducteur : I'oxydation menagee du diholoside par I'iode en milieu alcalin trans- 
forme le groupement carbonyle libre en un groupement carboxylique. Une fois hydrolyse, le diho- 
loside libere un ose et un acide aldonique correspondant a Lose reducteur. 

Determination de Lhydroxyle engage dans la liaison osidique : la liaison osidique ne peut ni implique 
le C\, ni le C5 (pont oxygene) de Lose reducteur. Divers methodes permettent de determiner Lhy- 
droxyle engage dans la liaison osidique. En general, il s'agit de Lhydroxyle du C4 ou du C§ 


c. Configuration anomerique de la liaison osidique 

On se souvient que le carbone anomerique d'un ose peut passer de la forme a a /3 et vis-versa. Dans 
un oside, la configuration d'un pont osidique est bloquee en a ou ( 3 , elle ne peut pas changer. 

Afin determiner I'anomerie de la liaison osidique, il est possible d'utiliser une methode chimique 
ou une methode enzymatique basee sur la specificite enzymatique : en ajoutant des o-osidases ou des 
/3-osidases, la liaison ne sera rompue que par I'enzyme correspondante. 


D. Nomenclature 

Le nom systematique des holosides est etablie en considerant que Lose qui reagit par sa fonction 
hemiacetalique (x) est un substituant de I'une des fonctions alcool de I'autre ose (y). 

[ anomerie-serie-x. . . osyl (1 -> n) ] y. . . ose 
[ anomerie-serie-x. . . osyl (1 — >• 1 ) ] y. . . oside 

Pour les cetoses le carbone anomerique est en position 2, il suffit d'adapter cette formule generique 
et pour le cetose, remplacer 1 par 2. 

Pour simplifier les ecritures de polysaccharides, des ecritures condensees conventionnelles ont ete 
definies : 
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Clc 

Glucose 

Gal 

Galactose 

Man 

Mannose 

Fru 

Fructose 

Fuc 

Fucose 

Rha 

Rhamnose 

CIcN 

Glucosamine 

GIcNac 

N-acetyl gl ucosam i ne 

CalN 

Galactosamine 

GalNac 

N-acetylgalactosamine 

NeuAc 

Acide-N-acetylneuraminique 

GlcUA 

Acide glucuronique 


E. Structure des principaux holosides 

a. Saccharose Le saccharose (sucre de table ou sucre blanc) est un sucre au gout tres doux et agreable, 
tres largement utilise pour I'alimentation, extrait de certaines plantes, principalement de la canne a sucre 
et de la betterave sucriere, et transforme en de petits cristaux blancs. 

Ce glucide non reducteur de la categorie des diholosides est forme par la condensation de 2 oses : 
une molecule de a-D-glucose et une molecule de /3-D-fructose. 



Figure 4.24 - a-D-glucopyranosyl-(1— »2)-/3-D-fructofuranoside. 


b. Lactose Le lactose est le principal sucre du lait. C'est un diholoside constitue par deux oses 
differents : le /3-D-galactose et le a//3-D-glucose. 



Figure 4.25 - /3-D-galactopyrannosyl (1— >4)D-glucopyrannose 


c. Maltose Le maltose est diholoside constitue par deux oses identiques, deux glucoses sous forme 
pyranique. La fonction hemiacetalique du glucose de droite reste libre, en position a ou (3 selon les cas. 



Figure 4.26 - a-D-glucopyranosyl(1->4)D-glucopyranose 
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d. Cellubiose Le cellobiose est I'unite de base de la cellulose. II s'agit d'un diholoside constitue de 
deux oses identiques, deux glucoses sous forme pyranique. II ne differe du maltose que par la configura- 
tion anomerique. 



Figure 4.27 - /3-D-glucopyranosyl-(1 — >-4)-D-glucopyranose 


e. Raffinose Le raffinose est un triholoside reducteur compose d'une unite de a-D-galactose, d'une 
unite de a-D-glucose et une unite /3-D-fructose. Ou plus simplement c'est une unite de a-D-galactose 
attachee a une unite de saccharose par son glucose. II est present dans la betterave, et est elimine lors du 
raffinage du sucre. 



Figure 4.28 - a-D-galactopyrannosyl-(1 — »6)-a-D-glucopyranosyl-(1 — )-2)-/3-D-fructofuranose. 


4.2.5 Etude des polyosides 
A. L'amidon 

L'amidon est le polyoside de reserve energetique pour les vegetaux superieurs et un constituantessen- 
tiel de I'alimentation humaine. On le retrouve dans des grains d'amidon des organes de reserve comme 
le tubercule de pommes de terre, le grain de ble, les graines de legumineuses (haricot, pois, lentille, etc.). 


L'amidon n'est pas un corps pur, c'est un melange de deux polyosides dont les structures sont lege- 
rement differentes : I 'amylose et I ’amylopectine. Dans l'amidon de pommes de terre, par exemple, il y a 
20% d'amylose et 80% d'amylopectine [46]. 


a. L'amylose 

L'amylose resulte d'un enchamement lineaire d'unites d'a-D-glucose unies par des liaisons osidiques 
a(1— >4). L'indice de polymerisation n, c'est-a-dire le nombre d'unites de glucose reunies dans chaque 
chafne depasse la centaine (figure 4.29). 

L'amylose est un polyoside lineaire : il n'a pas de branchements. La longue chafne prend dans I'espace 
une structure en helice contenant 6 residus de glucose par tour (figure 4.30). 
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Les glucides 



OH 


- 1 n-2 


Figure 4.29 - Enchamement lineaire d'amylose. 


On a I'habitude d'ecrire la formule de gauche a droite. A I'extremite gauche se trouve un residu de Igucose 
dont la fonction hemiacetalique est bloque par le residu suivant. Au contraire, a I'extremite droite, il existe sur le 

dernier residu de glucose une fonction hemiacetalique libre. 



Figure 4.30 - Disposition en helice de la chaine d'amylose. 


b. L'amylopectine 

L'amylopectine est le second polyoside constituant I'amidon. II differe de I'amylose par la presence 
de nombreux branchements. 

Les glucoses sont lies de maniere lineaire par des liaisons alpha cr-(1->4) et les ramifications appa- 
raissent avec une liaison a-( 1->6) tous les 24 a 30 residus. L'amylopectine a done la forme d'un « buis- 
son ». 


• Glucose 



Figure 4.31 - Structure en buisson de l'amylopectine. 
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B. Le glycogene 

Le glycogene est le polyoside de reserve des cellules animales. II est particulierement abondant dans 
les hepatocytes et les myocytes. 

Le glycogene, comme I'amylopectine, est un polymere de residus D-glucose avec des liaisons a- 
(1->4) et des liaisons a-(1— >6) a I'origine de ramifications, mais ces dernieres y sont plus nombreuses, 
une tous les 8 a 12 residus. 



Figure 4.32 - Structure du glycogene. 


c. La cellulose 


La cellulose, principal biopolymere de structure des vegetaux, est I'un des composes organiques les 
plus abondants de la biosphere. 

C'est un polyoside non ramifie constitue de residus de D-glucose unis exclusivement par des liaisons 
f3-( 1 -4-4). Comme dans le cellobiose, la configuration /3 permet aux structures chaise de tourner librement 
et d'adopter, pour une rotation de 180° les unes par rapport aux autres, la conformation la plus stable 
qui conduit a la constitution de tres longues chaines (figure 4.33). Ces dernieres sont susceptibles de 
contracter entre elles des liaisons hydrogene et de former alors des fibres tres resistantes a retirement [47]. 



Figure 4.33 - Structure de la cellulose. 

Le degre de polymerisation n differe enormement selon I'origine de la cellulose; sa valeur peut varier 
de quelques centaines a quelques dizaines de milliers. 
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A.1 Electrophorese 

L'electrophorese est une technique de separation basee sur le deplacement de molecules chargees 
placees dans un champ electrique. Le champ electrique est obtenu par un generateur de courant continu 
dont les bornes sont reliees a la cathode et a I'anode. 

II existe plusieurs techniques mais la plus frequente est celle qui utilise un support constitue d'ace- 
tate de cellulose imbibe d'une solution tampon dite tampon de migration electrophoretique dont le pH 
(I'acidite) est determine a I'avance. On y depose une goutte du melange d'acides amines obtenu pre- 
cedemment. Les molecules anioniques (-) migrent vers I'anode ( + ) et les molecules cationiques ( + ) se 
deplacent vers la cathode (-). Du fait de leurs caracteristiques propres et en fonction des conditions de 
l'electrophorese ces ions auront des vitesses de migration differentes, ils vont done se separer les uns des 
autres. 

(^) Alanine Lysine ) Acide Aspartique 

pHi=9,59 



Figure A.1 - Exemple d'un electrophoregramme. 


A. 2 Chromatographie de partage 

La chromatographie est une methode physique de separation basee sur les differences d'affinites des 
substances a analyser a I'egard de deux phases, I'une stationnaire ou fixe, I'autre mobile. 

La chromatographie de partage est une methode de separation de molecules suivant leur migra- 
tion/repartition differentielle dans deux phases liquides. La phase stationnaire est liquide et la phase 
mobile I'est aussi, les liquides doivent done etre non miscibles. 

A. 2.1 Principe 

Theorie de la partition : la distribution d'un solute A entre deux solvants non-miscibles, I'un aqueux 
(Sag), I'autre organique (S org ), releve de I'equilibre : 

Asorg ^ Ag a q 


La constante d'equilibre est egale a K : 

7 V- [Aorg] 

K = VQ 


C'est I'equation de Nernst pour le partage d'une substance entre 2 phases liquides-non miscibles. 
Asorg : concentration en solute A dans la phase organique. 
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Asaq : concentration en solute A dans la phase aqueuse. 

Cette constante d'equilibre a une temperature donnee est appelee coefficient de partage ou de dis- 
tribution. 

Un solute tres soluble dans la phase fixee migrera lentement, la force de retention predominant sur 
la force d'entramement. A ['inverse, un solute soluble dans la phase mobile migrera rapidement. 

Rapport frontal : on appelle rapport frontal, Rf (ou reference front, coefficient de migration), le 

rapport suivant : Distance parcourue par le solute / Distance parcourue par le solvant. Dans le schema 
ci-dessous le rapport frontal Rf est : 


front du solvant 


c & 
o *■ 

ro 

k_ 

CD 

E 




ligno do depot 


cuve + solvant de migration 


couvercle 


+ 



P a P |er front de 

solvant 

< 

• • 


1 . * 
• • 


solvant 


Figure A. 3 - Schema d'une chromatogra- 
Figure A. 2 - Rapport frontal. phie sur papier. 


A. 2. 2 Chromatographie de partage sur papier : methode 

On utilise comme support une feuille de papier filtre special ou une couche mince d'adsorbant 
appliquee sur une plaque de verre (chromatographie en couche mince). La couche de papier est d'abord 
hydrate, la cellulose du papier tres hydrophile se sature en eau, ce qui constitue la phase fixe. Une 
microgoutte du melange a analyser est y ensuite disposee, la feuille de papier est placee verticalement 
dans une enceinte close saturee par le solvant et maintenue a temperature constante. On peut operer 
selon deux modalites : 

Chromatographie ascendante : on depose les substances a separer sur une ligne horizontale a une cer- 
taine distance du bord inferieur du papier. Le papier plonge dans un recipient contenant la phase 
mobile. 

Chromatographie descendante : la feuille de papier plonge par son bord superieur dans une cuve conte- 
nant la phase mobile, el le est pliee et maintenue de fagon a rester verticale dans I'enceinte close. 
Les substances a separer sont deposees sur une ligne situee a I'extremite superieur de la feuille. 

Le choix de la phase mobile est important, il se fait en fonction des molecules a separer. 

Revelation : a la fin de la migration chromatographique (3 a 8h) le support est recupere et seche. On 
pulverise a sa surface un reactif capable de faire apparaftre les composes analyses sous forme de taches 
colorees. C'est la revelation du chromatogramme. 
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Identification : ['identification des elements se fait en utilisant des substances temoins connues sur le 
meme support chromatographique ou par la determination du Rf qui est une constante caracteristique 
de la substance et du systeme utilise (support, solvants, temps de migration). 

Remarque : Dans le cas ou le melange contient des solutes de mobilites voisines, on peut augmenter 
le pouvoir separateur en realisant une chromatograph ie bidimensionnelle : sur le meme support, on 
realise une premiere chromatographie a I'aide d'un systeme de solvants, puis une deuxieme a I'aide d'un 
second systeme de solvants, dans une direction perpendiculaire a la premiere. 

A. 2. 3 Chromatographie a echange d'ions 

La chromatographie a echange d'ions (ou chromatographie a ions ou chromatographie echangeuse 
d'ions) est un type de chromatographie en phase liquide permettant d'isoler une substance chargee 
electriquement d'un melange de molecules chargees (liquide). Pour cela, on fait passer le melange sur 
une phase stationnaire (solide) chargee deja associee a des ions connus et on remplace ces ions par les 
ions/molecules chargees du melange a separer. 

Phase stationnaire 

Les phases stationnaires utilisees en chromatographie a ions sont des resines echangeuses d'ions 
synthetiques, soit des « materiaux polymeriques de masse molaire elevee qui contiennent de nombreux 
groupements fonctionnels ioniques par molecule. » En chromatographie a ions, une phase stationnaire 
peut contenir soit des groupements fonctionnels anioniques (pour les echanges de cations), soit catio- 
niques (pour les echanges d'anions). 

Eluant 

II y a deux manieres pour eluer les molecules fixees sur la resine : 

- en ajoutant un sel (a une concentration croissante) qui apporte forcement un ion de meme charge 
que les molecules fixees a la resine : cet ion s'appelle un contre - ion. 

- en modifiant le pH de la phase mobile de telle sorte que les molecules qui sont chargees ne le 
soient plus (ou qu'elles portent une charge de meme signe que I'echangeur d'ions). II n'y a plus 
d'interaction electrostatique entre les molecules et le groupement charge porte par la resine et les 
molecules sont eluees. 


A. 3 La chromatographie d'exclusion 

Ce type de chromatographie est encore appele : tamisage moleculaire, gel-filtration ou permeation 
de gel. 

La chromatographie d'exclusion permet la separation des molecules en fonction de leur taille et de 
leur forme. On utilise pour cela des granules de gel poreux. Le plus utilise est le SephadexTM. 

Les grosses molecules (dont le diametre est superieur a celui des pores) sont exclues et sont done 
eluees les premieres, au niveau du volume mort. Les petites et moyennes molecules sont eluees plus 
tardivement, car incluses dans le gel, leur migration estfreinee. 

Les solutes sont done elues dans I'ordre inverse des masses moleculaires. 
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Figure A.4 - Chromatographie a echange d'ions 
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Figure A. 5 - Schema du tamisage moleculaire. 
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Figure A. 6 - Representation d'un gel d'exclusion. 
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